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Zusammenfassung 
Alkylierende Agenzien sind potente Mutagene und Karzinogene. Sie sind in der Umwelt weit 
verbreitet und erlangten auch medizinische Bedeutung als Cytostatika in der Tumortherapie. 
Ihre toxische und mutagene Wirkung entfalten sie durch Reaktion mit der DNA. Die Reparatur 
von durch Alkylantien induzierte DNA-Schäden wird maßgeblich durch zwei Proteine 
vermittelt: der 0 6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) und der N-Methylpurin-
DNA-Glykosylase (MPG). Die MGMT entfernt Alkylgruppen von der 0 6-Position des 
Guanins, indem sie diese auf ein eigenes Cystein überträgt. Die MPG ist Teil des 
Exzisionsreparatursystems von modifizierten Basen und entfernt N-Methylpurine aus der 
DNA. Beide Reparaturproteine kommen bei Bakterien wie auch bei Säugern vor. Die der 
vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen befaßten sich mit der konstitutiven 
Expression und Induzierbarkeit der MGMT und der MPG in Säugerzellen. 
Durch vergleichende Experimente mit unterschiedlich differenzierten Ratten-Hepatomzellinien 
(H5, H4IIE, H4IIEC3/T, H4IIEC3/G und Fao) und primären Ratten-Hepatozyten konnte 
gezeigt werden, daß die basale MGMT-Expression auf mRNA- und Aktivitätsebene mit der 
Expression des leberspezifischen Enzyms Tyrosin-Aminotransferase (TAT) korreliert. Für die 
MPG war eine solche Korrelation nicht nachzuweisen. In primären Hepatozyten und Zellen der 
differenzierten Zellinie H4IIE wurde eine relativ starke (etwa 6-fache) Induktion der MGMT-
Expression nach Mutagenbehandlung (Röntgenstrahlen, N-Methyl-N '-nitro-N-nitroso-guanidin 
kurz MNNG) beobachtet. In Zellen der dedifferenzierten Zellinie H5 konnte keine MGMT-
Induktion nachgewiesen werden. Für die anderen Zellinien (H4IIEC3/T, H4IIEC3/G und Fao) 
wurde keine Korrelation zwischen TAT-Expression und der Höhe der MGMT-Induktion 
gefunden. Die im Vergleich zur H5- und H4IIEC3/T-Zellinie differenzierteren Zellinien 
H4IIEC3/G- und Fao zeigten auf mRNA- und Proteinebene nur eine geringe MGMT-
lnduktion. 
Die MPG wurde in allen untersuchten Hepatomzellinien relativ gleichmäßig exprimiert. Die 
Expression der MPG in Zellen der dedifferenzierten Zellinie H5 war ebenso hoch wie in der 
differenzierten Zellinie H4IIE. In primären Hepatozyten wurde allerdings eine wesentlich 
höhere MPG-Aktivität beobachtet als in den untersuchten Hepatomzellinien. Eine Induktion 
der MPG-Aktivität durch die o.g. Mutagene konnte nur in H4IIE-Zellen beobachtet werden. 
In H4IIE-Zellen wurde die Induzierbarkeit der an der Exzisionsreparatur beteiligten Enzyme 
MPG, AP-Endonuklease, Polymerase ß und Ligase sowie die der MGMT auf mRNA-Ebene 
vergleichend untersucht. Die Induktion der MGMT-mRNA durch MNNG und 
Röntgenstrahlen etfolgte in diesen Zellen dosisabhängig, wobei die maximale Induktion durch 
Röntgenbestrahlung nach 24 Stunden, durch MNNG-Behandlung aber erst nach 72 Stunden 
beobachtet wurde. Die an der Basen-Exzisionsreparatur beteiligten Enzyme MPG, Polymerase 
ß und Ligase zeigten auf mRNA-Ebene nach Behandlung der Zellen mit Mutagen-Dosen, die 
zu einer mehr als vielfachen MGMT-Induktion führten, keine Induktion. Bei der AP-
Endonuklease allerdings wurde nach Röntgenbestrahlung eine etwa zweifach gesteigerte 
mRNA-Expression festgestellt. Durch das künstliche Glucocorticoidhormon Dexamethason 
ließ sich nicht nur die MGMT-mRNA-Expression, sondern auch die der AP-Endonuklease 
induzieren. Im Gegensatz dazu nahm die mRNA-Menge der MPG nach der 
Hormonbehandlung deutlich ab. 
Zur Untersuchung der Induzierbarkeit des menschlichen MGMT-Gens wurde erstmals der 
isolierte menschliche MGMT-Promotor (Harris et al., 1991) verwendet, der in Form eines 
Promotor-Reportergen-Konstrukts (MGMT-CAT) in H4IIE-Rattenzellen und in menschliche 
HeLa-Zellen transient transfiziert wurde. Die anschließenden Reportergenanalysen 
(Chloramphenicol-Acetyltransferase-Tests) zeigten, daß die Aktivität des menschlichen 
MGMT-Promotors durch Mutagene (MNNG, MMS, y-Strahlen), durch den Tumorpromotor 
TPA, durch Forskolin, einem Aktivator der Adenylatcyclase, und durch Dexamethason 
induzierbar ist. In H4IIE-Zellen, deren endogenes MGMT-Gen durch Mutagene induziert wird 
und die somit offensichtlich die für die Induktion notwendigen Transkriptionsfaktoren 
exprimieren, fand eine Induktion der Promotoraktivität des menschlichen MGMT-Gens durch 
die o.g. Mutagene statt. Der menschliche MGMT-Promotor wurde in H4IIE- und HeLa-Zellen 
auch durch Dexamethason und in menschlichen HeLa-Zellen darüber hinaus durch TP A und 
Forskolin aktiviert. Möglicherweise werden nur in HeLa-Zellen die für die Induktion der 
Promotoraktivität durch TP A, einem Aktivator der Proteinkinase C, und Forskolin 
etforderliche(n) Transkriptionsfaktor(en) exprimiert, denn in H4IIE-Zellen konnte der 
menschliche MGMT-Promotor durch diese Substanzen nicht aktiviert werden. 
Um die transkriptioneile Regulation des MPG-Gens der Ratte genauer zu untersuchen, wurde 
der Promotorbereich des MPG-Gens aus einer Cosmid-Genbank der Ratte mit Hilfe einer 
cDNA-Sonde isoliert. Die Sequenzanalyse ergab, daß der Promotor zur Klasse der Ge-reichen 
Promotoren ohne "TAT A-Box" gerechnet werden kann. Seine GC-reiche Sequenz wird von 
einem 77 Basenpaare langen Adenin-reichen Bereich in zwei Hälften geteilt. Der Promotor 
besitzt potentielle Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren AP-2, AP-3, c-Myc, Ets-1, NF-
KB, PEA 3, Spl sowie eine potentielle Bindestelle für den Glucocorticoid-Rezeptor und eine 
"CCAAT-Box". Es wurden MPG-Promotor-CAT-Konstrukte hergestellt und bezüglich ihrer 
Promotoraktivität in H4IIE-Zellen getestet. Die Reportergenanalysen ergaben eine Induktion 
der MPG-Prornotoraktivität durch UV-Licht und TPA. Dagegen war der Promotor weder 
durch rnethylierende Agenzien (MNNG, MMS) noch durch ionisierende Strahlen aktivierbar. 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, daß nicht nur DNA-schädigende 
Agenzien, sondern auch Behandlung der Zellen mit Tumorpromotoren und Hormonen eine 
Induktion von DNA-Reparaturgenen bewirken. Außer der MGMT sind auch die in der 
Exzisionsreparatur geschädigter Basen involvierten Enzyme MPG und AP-Endonuklease in 
Ratten-Leberzellen induzierbar. 
Repair of methylation damages of the DNA: 
Constitutive expression and inducibility of the 0 6 -methylguanine-
DNA methyltransferase and the N-methylpurine-DNA glycosylase 
in mammalian cells 
Abstract 
Alkylating agents are potent mutagens and carcinogens. They are widely distributed in the 
environment and also posses medical importance as cytostatica in tumor therapy. Their toxic 
and mutagenic effects are mediated through reactions with DNA. Mainly two proteins carry 
out the repair of DNA damages induced by alkylating agents: 0 6-methylguanine-DNA-
methyltransferase (MGMT) and N-methylpurine-DNA-glycosylase (MPG). MGMT removes 
alkyl groups from the 0 6 -position of guanine by transferring them to an cysteine group of its 
own. MPG removes N-methylpurines from DNA as part of the base-excision-repair pathway. 
Both repair proteins are found in bacteria and mammals. lnvestigations conceming constitutive 
expression and inducibility of MGMT and MPG in mammalian cells are subjects of the present 
thesis. 
Constitutive mRNA expression and activity of MGMT in rat hepatoma cells exhibiting 
different status of differentiation (H5, H4IIE, H4IIEC3/T, H4IIEC3/G, Fao) and primary rat 
hepatocytes correlated with the expression of the liver specific expressed tyrosine 
aminotransferase (TAT). MPG showed no such correlation. In primary hepatocytes and in well 
differentiated H4IIE hepatoma cells MGMT expressionwas comparatively strong inducible (6-
fold) by mutagen treatment (X-ray, N-methyl-N'-nitro-N-nitroso-guanidine = MNNG). No 
induction was found in dedifferentiated H5 cells. The induction Ievel in the other cellines 
investigated (H4IIEC3/T, H4IIEC3/G-, Fao) was not correlated with the TAT expression. 
lnduction of MGMT-mRNA expression and MGMT-activity in the weil differentiated cellines 
H4IIEC3/G- and Fao was weak and less then in the more dedifferentiated celline H4IIEC3/T. 
Expression of MPG in all hepatoma cellines showed only slight variations. Dedifferentiated H5 
cells and differentiated H4IIE cells expressed MPG nearly to the same extent. However MPG 
activity was much higher in primary rat hepatocytes than in hepatoma cellines. lnduction of 
MPG activity through the mentioned mutagenswas observed in H4IIE cells only. 
In H4IIE cells inducibility of enzymes involved in the excision repair pathway, that are MPG, 
AP endonuclease, polymerase ß and ligase, was compared with MGMT inducibility on mRNA 
Ievel. lnduction of MGMT mRNA expression by MNNG and X-rays was dose and time 
dependent. Maximal induction was observed 24 h after X-ray treatment but not before 72 h 
after MNNG treatment. Mutagen treatment, that 1ead to a more than fourfo1d induction of 
MGMT expression, did not 1ead to induction of mRNA expression of MPG, po1ymerase ß and 
ligase, that are invo1ved in base excision repair. AP-endonuclease mRNA expression however 
was induced twofold by X-rays. Treatment with the synthetic glucocorticoid hormone 
dexamethason Iead to an increase not only of MGMT mRNA expression but also of AP 
endonuclease expression. In cantrast mRNA Ievel of MPG was significantly reduced. 
Inorder to investigate the inducibility of the human MGMT gene for the first time the isolated 
MGMT promoter (Harris et al., 1991) was used. It was transiently transfected in H4IIE rat 
cells and human HeLa cells as a promoter-reportergene-construct (MGMT-CAT). 
Reportergene a.I1alysis (chlorainphenicol acetyltransferase assays) showed induction of the 
MGMT promoter activity after treatment with the mutagenes MNNG, MMS, X-ray, the 
tumorpromoter TPA, the adeny1ate cyclase activator forskolin and dexamethasone. In H4IIE 
rat cells, which show induction of endogenaus MGMT expression after mutagene treatment 
and hence express transcription factors that are necessary for induction of the rat gene, the 
human MGMT promoter activity was induced by the above mentioned mutagens. In both 
H4IIE cells and HeLa cells promoter activity was also enhanced by dexamethasone and in 
human He La cells additionally by TP A and forskolin. Only in He La cells the protein kinase C 
activator TPA and forskolin Iead to an increase of promoter activity whereas in H4IIE cells 
activity was not enhanced by these agents. Most likely only HeLa cells express transcription 
factor(s) necessary for induction by these agents whereas H4IIE cells do not. 
For further investigations of the transcriptional regu1ation of the MPG gene the promoter 
region of the gene was isolated out of a rat cosmid library using a cDNA probe. Sequence 
analysis of the isolated promoter region revealed the absence of a TAT A box and abundance of 
GC basepairs. The GC-rich promoter sequence is divided in two ha1ves by a 77 basepairs long 
adenine-rich stretch. The MPG promoter has potential binding sites for the transcription 
factors AP-2, AP-3, c-Myc, Ets-1, NF-KB, PEA 3, Sp1 and for the glucocorticoid receptor. It 
also has a putative CCAAT box. MPG-promoter-CAT-constructs were made and tested for 
their activity. The activity of the promoter was inducible by UV-light and TPA. In cantrast 
promoter activity was not enhanced by methylating agents (MNNG, MMS) or ionizing 
radiation. 
The data presented in this thesis for the frrst time showed induction of DNA repair genes by 
non DNA damaging agents like tumor promoters and hormones. Beside the repair protein 
MGMT the enzymes MPG and AP-endonuclease involved in excision repair of damaged bases 
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Einleitung 
Seit Charles Darwin wissen wir, daß Variationen innerhalb einer Art und Selektionsdruck 
durch die Lebensbedingungen Grundvoraussetzungen für evolutive Vorgänge sind. Die 
Variation der Merkmale einer Art geht u.a. auf Veränderungen (Mutationen) im Erbgut 
zurück. Träger der Erbinformation ist die Desoxyribonukleinsäure (DNA). Wenngleich also 
Mutationen der DNA eine der Voraussetzungen für evolutive Vorgänge sind, so haben sie 
doch in der Mehrzahl ungünstige Effekte. Das wird verständlich, wenn man sich die 
Komplexität eines Organismus vor Augen hält. Die DNA ist die Vorlage für die Synthese einer 
Vielzahl von Strukturproteinen und Enzymen, die den Bauplan und die Stoffwechselvorgänge 
eines Organismus steuern. Die dabei ablaufenden komplexen Prozesse reagieren sehr anfällig 
auf Störungen, wie z.B. auf die veränderte Struktur der beteiligten Enzyme. Die Orgarüsmen 
können daher nur eine geringe Zahl an mutagenen Läsionen in kodierenden (oder 
regulatorischen) DNA-Bereichen ohne Gefahr für ihr Überleben oder das ihrer Nachkommen 
tolerieren 
Alkylierende Agenzien sind toxisch, mutagen und karzinogen 
Die DNA besitzt reaktive Stickstoff- und Sauerstoffatome, die mit elektrophilen Substanzen 
reagieren können. Zu ihnen gehören alkylierende Agenzien, die durch nukleophile Substitution 
ihre Alkylgruppe auf die DNA übertragen können. Es sind mehr als ein Dutzend verschiedene 
Reaktionsprodukte der DNA mit experimentell eingesetzten einfachen monofunktionellen 
Alkylantien (MNNG, MMS, MNU, EMS, DMS etc.) bekannt (Beranek, 1990). Die 
unterschiedliche Reaktivität der nukleophilen Zentren der DNA drückt sich in der Menge der 
mit alkylierenden Agenzien gebildeten Produkte aus (Beranek, 1990). Beispielhaft sind in 
Tabelle 1 die Mengen der Alkylierungsprodukte der DNA mit MNNG und MMS aufgeführt. 
Die biologische Relevanz dieser· DNA-Schäden ist noch nicht vollständig bekannt, jedoch 
konnte die biologische Bedeutung einzelner Reaktionsprodukte aufgezeigt werden: Bereits 
1969 fand Loveless eine Korrelation der mutagenen Wirkung von Alkylantien mit deren 
Fähigkeit, 0 6-Alkylguanin in der DNA zu induzieren (Loveless, 1969). Bei der weiteren 
Aufklärung der Bedeutung von 0 6- Alkylguanin für die biologischen Wirkungen von 
Alkylantien war die Existenz von Bakterien und Zellinien mit einem Defekt der 0 6-
Alkylguanin-Reparatur sehr hilfreich. So sind Bakterien mit einer defekten Reparatur von 0 6-
Methylguanin sensitiver gegenüber der toxischen Wirkung von MNNG und zeigen eine erhöhte 
1 
Tabelle 1 Anteil der 
Methylierungsprodukte der DNA in Prozent 
der Gesamtmethylierung durch MMS und 
MNNG (nach Beranek, 1990) 
Reaktionsprodukte MMS MNNG 
mit derDNA 
NI-Adenin 1,9-3,8 1,0 
N3-Adenin 10,4-11,3 12,0 
N7-Adenin 1,8 
N3-Cytosin <l 2,0 
N3-Guanin 0,6 
0 6-Guanin 0,3 7,0 
N7-Guanin 81,0-83,0 67,0 
N3-Thymidin 0,1 
Phosphatriester 0,8 
Mutationsrate nach Behandlung mit 
methylierenden Agenzien als "Wildtyp"-
Bakterien (Lindahl et al., 1988; Reheck und 
Samson, 1991 ). Zur Reparatur von 0 6-
Methylguanin nicht befähigte Säugerzellinien 
(Mex--Phänotyp) zeigen ebenfalls eine 
erhöhte Sensitivität gegenüber alkylierenden 
Agenzien, die 0 6-Methylguanin induzieren, 
sowie eine erhöhte Mutationsrate nach 
Alkylierung verglichen mit Mex+-Zellen 
(Yarosh, 1985; Pegg und Byers, 1992). 
Diese erhöhte Sensitivität der Mex--Zellen 
hinsichtlich der toxischen und mutagenen 
Wirkung von Alkylantien kann durch 
Transfektion des bakteriellen ada-Gens, das für die 0 6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 
kodiert, oder der cDNA, die für das entsprechende menschliche Protein kodiert, behoben 
werden (Ishizaki et al., 1986; Kataoka et al., 1986; Kaina et al., 1991; Wu et al., 1991; Hofe et 
al., 1992). Diese Untersuchungen haben den Beweis erbracht, daß 0 6-Alk:ylguanin sowohl an 
der toxischen als auch an der mutagenen Wirkung von alkylierenden Agenzien ursächlich 
beteiligt ist. Die mutagene Wirkung beruht auf der Fehlpaarung des 0 6-Alk:ylguanins mit 
Thymin während der DNA-Replikation, was eine GC --7 AT Transition zur Folge hat (Singer, 
1985). Worauf die toxische Wirkung von 0 6-Alk:ylguanin beruht, ist noch nicht geklärt. Es 
wurde aber gezeigt, daß 0 6-Methylguanin seine toxische Wirkung erst im zweiten Zellzyklus 
nach seiner Induktion entfaltet (Fritz, 1992). Die Toxizität von 0 6-Methylguanin ist daher 
wahrscheinlich auf sekundäre Läsionen der DNA zurückzuführen (Fritz, 1992; Kaina et al., 
1993). Ein weiterer prämutagener DNA-Schaden neben 0 6-Alk:ylguanin ist 0 4-Alk:ylthymin, 
das durch Fehlpaarung mit Guanin zu TA --7 CG Transitionen führt (Singer, 1985). 0 4-
Methylthymin wird jedoch in viel geringerem Maße in der DNA induziert als 0 6-Methylguanin 
(Beranek, 1990) und spielt daher als prämutagener Schaden eine untergeordnete Rolle (Kaina, 
1993). 
N-Alkylpurine sind keine unmittelbar prämutagenen Läsionen, da sie nicht zu einer 
Fehlpaarung während der DNA-Replikation führen. Durch spontane Hydrolyse der alkylierten 
Basen oder durch ihre enzymatische Entfernung entstehen jedoch apurine Stellen (AP-Stellen) 
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in der DNA, die zur Blockierung der DNA-Replikation führen (Kaina, 1993). Während der 
Überwindung des Replikationsblocks können im Bereich der AP-Stelle ,,falsche Basen" 
eingebaut werden (Randall et al., 1987). AP-Stellen sind somit potentielle prämutagene 
Läsionen, und N-Alkylpurine stellen eine der Vorstufen dieser prämutagenen AP-Stellen dar. 
Daß N3-Methylpurine prätoxische Läsionen sind, konnte an reparaturdefizienten E.coli 
Bakterien nachgewiesen werden (Evensen und Seeberg, 1982; Karren et al., 1982; zur 
Übersicht siehe Lindahl et al. 1988). 
Zahlreich Untersuchungen der vergangeneo Jahre befaßten sich mit den Ursachen der 
karzinogenen Wirkung von Alky1antien (zur Übersicht siehe Wogan, 1975; Mirvish, 1975; 
Fiddler, 1975; Lawley, 1984; Kaina, 1993). Ein wesentlicher Faktor bei der Tumorgenese ist 
die Induktion von Punktmutationen. Induzierte Basenaustausche nach Einwirkung von 
aLkylierenden Karzinogenen (Sukumar et al., 1983) oder nach direkter Einführung einer 0 6-
Methylguanin-Base in die DNA (Mitra et al., 1989; Kamiya et al., 1991, Pletsa et al., 1992) 
führen zur Aktivierung des Protoonkogens c-Ha-ras. Mutationen im zellulären ras-Gen 
wiederum können zur Transformation von Zellen führen (Tabin et al., 1982; Balmain und 
Pragmell, 1983; Yoakum et al., 1985). Mutierte ras-Gene wurden in einer Vielzahl von 
Tumoren der Maus, der Ratte und des Menschen nachgewiesen (zur Übersicht siehe Harris, 
1991). Es ist daher nicht verwunderlich, daß die Reparatur von 0 6-Methylguanin ein 
wesentlicher protektiver Faktor bezüglich der transformierenden Wirkung bzw. der 
tumorinitüerenden Potenz alkylierender Agenzien ist (Pegg, 1990; Pegg und Byers, 1992). 
Dies wird eindmcksvoll dadurch unterstrichen, daß transgene Mäuse, die das MGMT -Gen 
exprimieren, deutlich verringerte Tumorinzidenzen (Lymphome) nach MNU-Behandlung 
aufweisen (Dumenco et al., 1993). 
Alkylierende Agenzien sind nicht nur potentielle Umweltkarzinogene; sie werden aufgrund 
ihrer starken cytotoxischen Wirkung auch in der Tumortherapie eingesetzt (Mitchell und 
Schein, 1992; Clamon, 1992 ). Besondere Bedeutung als Cytostatika haben heute 
chlorethylierende Agenzien. Die Reparatur von Alkylierungsschäden der DNA hat somit auch 
praktische medizinische Bedeutung (zur Übersicht siehe Pegg, 1990; Pegg und Byers, 1992; 
Kaina et al., 1995). 
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Reparatur von DNA-Aikylierungsschäden in Bakterien - die Adaptive 
Antwort 
Die Reparatur von Alkylierungsschäden in der DNA ist eine Fähigkeit, die alle bisher 
untersuchten Organismen besitzen. Bei E.coli-Bakterien fand man, daß eine Behandlung mit 
MNNG sie resistenter gegenüber einer zweiten Behandlung mit MNNG macht. Außerdem 
akkumulieren Mutationen nur in der ersten Stunde nach der Behandlung, danach werden keine 
weiteren Mutationen mehr induziert (Samson und Cairns, 1977). Dieses als Adaptive Antwort 
auf alkylierende Agenzien bekannte Phänomen beruht auf der Induktion von vier Genen, dem 
ada-, alkA, alkB und aidB-G~n (zur Übersicht siehe Lindahl et al., 1988; Volkert, 1988). Die 
Produkte des ada- und des alkA-Genskatalysieren die Reparatur einer Vielzahl von alkylierten 
Basen in der DNA (N3-Methyladenin, N3-Methylguanin, 0 2-Methylthymin, 0 2-Methylcytosin, 
0 6-Methylguanin, 0 4-Methylthymin) sowie von Methylphosphatriestern (Lindahl et al., 1988; 
Volkert, 1988). Eine Schlüsselfunktion bei der Adaptiven Antwort nimmt das Ada-Protein ein. 
Es handelt sich dabei um eine 0 6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase, die in einer 
nichtreversiblen "Selbstmordreaktion" Methylierungen aus der 0 6 -Position des Guanins und 
der 0 4-Position des Thymins sowie von Phosphatresten der DNA entfernt. Dabei werden die 
Methylgruppen auf zwei unterschiedliche Cysteine innerhalb des Proteins übertragen. 
Methylierung des mehr aminoterminal gelegenen Cysteins (Cys-69) durch Demethylierung von 
Methylphosphatriestern macht das Acta-Protein zu einem starken Aktivator der Transkription 
der Gene, die an der Adaptiven Antwort beteiligt sind (Teo et al., 1984 und 1986). 
Das alkA Gen kodiert für eine N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (Nakabeppu et al., 1984). 
Diese entfernt N3-Methyladenin, N3-Methylguanin, 0 2-Methylcytosin, 0 2-Methylthymin und 
N7-Methylguanin aus der DNA. Dadurch werden AP-Stellen in der DNA induziert, die, wie 
bereits erwähnt, prämutagene Läsionen sind und replikationsblockierend wirken. Sie müssen 
daher umgehend aus der DNA entfernt werden. Dies geschieht durch Wirkung weiter Enzyme, 
die zusammen mit der Glykosylase ein Basen-Exzisionsreparatur-System bilden (Barnes et al., 
1993). Der Basen-Exzisionsreparaturweg umfaßt nach heutigem Kenntnisstand fünf Schritte 
(Abbildung 1): 
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1. Eine basenspezifische Glykosylase erkennt und 
entfernt veränderte Basen aus der DNA (in 
Abbildung 1 ist eine methylierte Base 
angedeutete). 
2. Die von der Glykosylase produzierte 
apurine/apyrimidinische (AP-) Stelle wird von 
einer AP-Endonuklease erkannt, die daraufhin 
einen Einschnitt in die DNA 5' von der AP-Stelle 
macht. 
3. Eine DNA-Phosphodiesterase- (dRPase) oder 5'-
Exonukleaseaktivität entfernt einen oder mehrere 
(nicht gezeigt) Desoxyribose-phosphatrest(e) 
(Dianov et al., 1992; Dianov und Lindahl, 1994; 
zur Übersicht siehe auch Barnes et al., 1993). 
4. Die entstandene Lücke wird in E.coli durch die 
DNA-Polymerase I aufgefüllt (Bames et al., 
1993). 
5. Die freien DNA-Enden werden schließlich durch 
eine DNA-Ligase verbunden. 
Abbildung 1 Schematisches Diagramm der 
Exzisionsreparatur einzelner Basen 
(verändert nach Barnes et al., 1993). Zur 
Beschreibung siebe Text. 
Die Gene alkB und aidB sind bisher nur über den Phänotyp der entsprechenden E. coli 
Mutanten charakterisiert: alkB-Mutanten zeigen eine erhöhte Sensitivität gegenüber MMS 
(Kataoka et al., 1983). aidB-Mutanten sind, in Abhängigkeit vom mutierten Allel, entweder 
resistenter gegenüber MNNG oder zeigen keinen vom Wildtyp abweichenden Phänotyp 
(Volkert, 1988 ). Die Adaptive Antwort auf alkylierende Agenzien wurde außer bei E. coli noch 
bei 17 weiteren Mikroorganismen gefunden (Samson, 1992). 
Das Bakterium E.coli besitzt neben den induzierbaren Genen ada und alkA auch konstitutiv 
exprimierte Gene für eine 0 6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase und eine N-Methylpurin-
DNA-Glykosylase, das ogt- (Potter et al., 1987) und das tag-Gen (Karran et al., 1982). Die 
Produkte der konstitutiv exprirnierten Gene unterscheiden sich in ihrer Substratspezifität von 
denen der induzierbaren Gene. Die durch das ogt-Gen kodierte Methyltransferase entfernt, wie 
das Ada-Protein, Methylgruppen aus der 0 6-Position des Guanins und der 0 4-Position des 
Thymins, nicht jedoch von Methylphosphatriestern (Rebeck et al., 1988). Die vom tag-Gen 
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kodierte Glykosylase hat eine, verglichen mit dem AlkA-Enzym, engere Substratspezifität und 
entfernt nur N3-Alkyladenin aus der DNA (Evensen und Seeberg, 1982; Karren et al., 1982). 
Die Bedeutung von konstitutiv exprimierten Reparaturgenen für Alkylierungsschäden der 
DNA, die man bisher in allen daraufhin untersuchten Mikroorganismen gefunden hat (Samson, 
1992), wird dadurch verdeutlicht, daß E.coli-Mutanten, denen das Ada- wie auch das Ogt-
Protein fehlt, eine erhöhte spontane Mutationsrate aufweisen (Rebeck und Samson, 1991 ). Die 
erhöhte spontane Mutationsrate der Doppelmutanten zeigt, daß auch intrazellulär alkylierende 
Agenzien gebildet werden, die mit der DNA reagieren und zu mutagenen Läsionen führen 
können. Als mögliche endogen methylierende Spezies sind S-Adenosylmethionin (Rydberg und 
Lindahl, 1982), Lipidperoxyde (Vaca et al., 1988) und intrazellulär gebildete Nitrosamine 
(Calmels et al., 1987; Tsimis und Yarosh, 1990) diskutiert worden. 
0 6-r-,tlethylguanin-DNA-Methyltransferase 
Glykosylase von Säugerzellen 
und 
Die Entdeckung einer induzierbaren Reparatur von Alkylierungsschäden der DNA in Bakterien 
(Samson und Cairns, 1977) führte zu einer intensiven Suche nach vergleichbaren 
Reparatunnechanismen Ü1 Säugerzellen. Bereits 1978 berichtete Pegg über eine enzymatische 
Entfernung von 0 6-Methylguanin durch Zellextrakte aus Säugerzellen (Pegg, 1978). Fünf 
Jahre später konnte eine entsprechende Enzymaktivität aus der Rattenleber gereinigt und 
charakterisiert werden (Pegg et al., 1983). Es zeigte sich, daß die 0 6-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT) aus Säugerzellen in einer irreversiblen Reaktion Methylgruppen 
von der DNA auf eigene Cysteinreste überträgt. Im Gegensatz zum bakteriellen Ada-Protein 
entfernt das Säugerenzym jedoch keine Methylgruppen von Methylphosphatriestern (zur 
Übersicht siehe Yarosh, 1985) und Methylgruppen von 0 4-Methylthyminen werden ebenfalls 
nur in sehr geringem Umfang entfernt (zur Übersicht siehe Pegg, 1990; Mitra und Kaina, 
1993). Auch bei der Reparatur längerer Alkylgruppen zeigen das bakterielle und das 
Säugerprotein unterschiedliche Reaktionsraten. Beide Proteine entfernen auch die Ethylgruppe 
des 0 6 -Ethylguanins. Während das Säugerprotein dies aber mit einer, im Vergleich zur 
Entfernung von Methylgruppen, nur dreifach reduzierten Effizienz tut, ist die Effizienz des 
Ada-Proteins vergleichsweise um das 100-fache reduziert (Pegg, 1990). 
Die MGMT-Aktivität ist sowohl zwischen verschiedenen Spezies als auch in den 
verschiedenen Geweben einer Spezies unterschiedlich hoch. Innerhalb der Säuger besitzen 
menschliche Gewebe und Zellen die höchste MGMT-Aktivität (zur Übersicht siehe Yarosh, 
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1985; Pegg, 1990). Innerhalb eines Säugerorganismus ist die Leber das Organ mit der höchsten 
MGMT-Aktivität, gefolgt von der Lunge, der Niere und den Verdauungsorganen, wohingegen 
das Gehirn durchgehend eine geringe Aktivität zeigt (Chan et al., 1992; Wilson et al., 1993; 
zur Übersicht siehe Yarosh, 1985; Pegg und Byers, 1992). 
Die Reparatur von N-Methylpurinen wird in Säugerzellen, wie bereits für Bakterien geschildert 
durch die N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (MPG), eingeleitet. Die MPG der Säugerzellen 
ähnelt in ilU'er breiten Substratspezifität für N3-Methyladenin, N3- und N7-Methylguanin dem 
induzierbaren alkA kodierten Protein von E.coli (Gallagher und Brent, 1984; O'Conner und 
Laval, 1990; Engelwardet al., 1993). Ein Vergleich der MPG-Aktivität in Zellen verschiedener 
Spezies hat bisher keine großen Unterschiede aufgezeigt (Chakravarti et al., 1991; Hartenstein, 
1992). Es wurde jedoch auch berichtet, daß die Aktivität der MPG in den Organen der Maus 
unterschiedlich ist: Magenzellen zeigten die höchste .AJ.ctivität gefolgt von Zellen der Niere, der 
Lunge, der Leber und des Gehirns (Washington et al., 1988). Die Prozessierung der durch die 
MPG induzierten AP-Stellen erfolgt - ebenfalls wie in Bakterien - durch Wirkung einer AP-
Endonuklease, AP-Exonuklease, Polymerase und Ligase (vgl. Abbildung 1). Auch in 
Säugerzellen wird mitunter bei der Reparatur von AP-Stellen, die z.B. durch die Entfernung 
einer Uracil-Base durch die Uracil-DNA-Glykosylase entstanden sind, nur eine einzige Base 
entfernt (Dianov et al., 1992). Erst kürzlich konnte die Beteiligung der Polymerase ß an der 
Exzisionsreparatur nachgewiesen werden (Singhal et al., 1995). Wenngleich alle 
Enzymaktivitäten, die zu dieser Basen-Exzisionsreparatur in Säugerzellen nötig sind, noch 
nicht vollständig charakterisiert wurden, so liegt doch offensichtlich ein im Prinzip gleicher 
Mechanismus wie bei den Bakterien zugrunde: Die Reparatur von AP-Stellen erfolgt über den 
Austausch einer Base oder kurzer DNA-Stücke (Barnes et al., 1993). 
lnduzierbarkeit der MGMT und MPG in Säugerzellen 
1. Die Induzierbarkeit der MGMT 
Eine Induktion der MGMT-Aktivität konnte bisher in Zellen und Geweben der Ratte und der 
Maus nachgewiesen werden (zur Übersicht siehe Pegg, 1990 und Fritz et al., 1991 ). Darüber 
hinaus gibt es auch Evidenzen für die Induzierbarkeit der MGMT-Aktivität in menschlichen 
Zellen (Laval, 1990; zur Übersicht siehe Frosina und Abbondandolo, 1985; Yarosh, 1985). 
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Die Induzierbarkeit der MGMT-Aktivität, wie auch ihre basale Stärke, ist in der Ratte und in 
der Maus in verschiedenen Geweben unterschiedlich hoch. In der Maus fand man nach y-
Bestrahlung eine Induktion der MGMT-Aktivität in der Leber, den Nieren, der Lunge und in 
der Milz, wobei die höchste Induktion (2,4-fach) in der Leber gefunden wurde (Wilson et al., 
1993). In der Ratte fand man ebenfalls nach y-Bestrahlung eine Induktion der MGMT-
Aktivität in der Leber, den Nieren, der Milz und im Gehirn, wobei auch hier die höchste 
Induktion (17 ,6-fach) in der Leber gefunden wurde (Chan et al., 1990). In der Leber beider 
Spezies ist also, im Vergleich zu den anderen untersuchten Organen, nicht nur die basale 
MGMT-Aktivität arn höchsten, sondem auch ihre Induzierbarkeit. Die Induktion der MGMT-
Aktivität in der Leber findet nur in den Hepatozyten statt (Swenberg et al., 1982). 
Schon 1981 fanden Pegg und Perry, daß nicht nur Behandlung mit den Alkylantien DMN und 
DEN, sondem auch mit Tetrachlorkohlenstoff, Thioacetamid und Acetyla.rninofluoren, die 
keine Alkylierung der DNA induzieren, sowie partielle Hepatektomie zu einer erhöhten 
Reparatur von 0 6- Methylguanin in der Rattenleber führt (Pegg und Perry, 1981 ). Sie zogen 
daraus den Schluß, daß die Zellproliferation in der regenerierenden Leber ein Grund für die 
MGMT-Induktion sein könnte. Weitere Experimente lieferten Argumente sowohl für als auch 
gegen diese Hypothese. So wurde in Extrakten aus hypertrophem Nierengewebe, das durch 
einseitige Nephrektomie oder Behandlung mit Folsäure induziert worden war, ebenfalls 
erhöhte MGMT-Aktivität im Vergleich zu Extrakten aus ,,normalem" Nierengewebe 
festgestellt (Pegg und Wiest, 1983 ). Andererseits wurde in Leberextrakten neugeborener 
Ratten, deren Leber eine starke Zellproliferation aufweist, eine geringere MGMT-Aktivität als 
in erwachsenen Tieren gefunden (Pegg und Wiest, 1983). 
Die Suche nach dem auslösenden Signal der MGMT-Induktion bekam eine neue Richtung, als 
man fand, daß ionisierende Strahlen zur Induktion der MGMT-Aktivität führen. 
Ganzkörperbestrahlung von Ratten bewirkt keine erhöhte Zellproliferation, sondem führt sogar 
zu einem transienten Proliferationsstop nach partieller Hepatektomie der Rattenleber 
(Margison et al., 1985). Durch Ganzkörperbestrahlung wird aber die MGMT-Aktivität in 
Leber-, Lungen- und Nierenzellen induziert (Margison et al., 1985; Schmerold und Wiestler, 
1986). 
Worauf beruht nun die Induktion der MGMT? Wie Schmerold und Wiestier zeigen konnten, ist 
die de novo Synthese von Proteinen eine Voraussetzung für die Induktion der MGMT-
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Aktivität; denn Hemmung der Proteinbiosynthese durch Cycloheximid verhindert die MGMT-
Induktion durch Röntgenstrahlen (Schmerold und Wiestler, 1986). Die Induktion der MGMT 
etfolgt auf Transkriptionsebene. Dies wurde daraus abgeleitet, daß eine Akkumulation der 
MGMT-mRNA in der Rattenleber nach Behandlung mit 2-Acety1aminofluoren (Potter et al., 
1991) und y-Strahlen (Chan et al., 1992) sowie in Ratten-Hepatomzellen nach einer Vielzahl 
unterschiedlicher Behandlungen, die auch die MGMT-Aktivität induzieren (Fritz et al., 1991; 
Fritz und Kaina, 1992; Fukuhara et al., 1992), etfolgte. Die mRNA-Akkumu1ation der MGMT 
konnte durch Actinomycin D, einem Hemmstoff der RNA-Synthese, verhindert werden (Fritz 
et al., 1991). Dieser Hinweis auf eine transkriptionelle Aktivierung des MGMT -Gens konnte 
schließlich durch run an-Experimente bestätigt werden (Chan et al., 1992). 
Die Induktion der MGMT durch ionisierende Strahlen wruf die Frage auf, ob DNA-
Strangbrüche der Auslöser fi.ir die MGMT-Induktion sind. In Ratten-Hepatomzellen konnte die 
Aktivität wie auch die mRNA-Expression der MGMT durch eine Vielzahl verschiedener 
Behandlungen induziert werden (MNNG, MMS, EMS, y-Strahlen, UV-Licht, Bleomycin, 
erhöhte Temperatur ( 42°C), H20 2, CNU) (Lava1, 1990; Fritz et al., 1991 ). Durch Experimente 
mit diesem in vitro Zellsystem für die Induktion der MGMT konnten weitere Aufschlüsse über 
das auslösende Signal erhalten werden: Zum einen wurde in stationären Kulturen eine ebenso 
hohe MGMT-lnduktion nach Exposition mit ionisierenden Strahlen wie in exponentiell 
wachsenden Kulturen gefunden, was gegen eine Beteiligung der Zellproliferation an der 
Induktion sprach (Fritz und Kaina, 1992). Zum anderen konnte eine Induktion der MGMT-
Aktivität nicht durch direkte Methylienmg des Proteins ausgelöst werden (Laval, 1990). Dies 
zeigte, daß Methyliemng des MGMT-Proteins offensichtlich nicht - im Gegensatz zur 
Induktion der Adaptiven Antwort in E.coli - der Auslöser für die Induktion der MGMT-
Aktivität ist. Es konnten darüber hinaus Hinweise für die Beteiligung von DNA-
Doppelstrangbrüchen an der MGMT-Induktion erhalten werden: Einbringung (durch 
Elektroporation) von Restriktionsendonukleasen in die Zellen führte zu einem Anstieg der 
MGMT-Aktivität und ihrer mRNA-Menge, wobei insbesondere Endonukleasen, die glatte 
DNA-Enden produzieren (Pvull) die MGMT-Aktivität stärker induzieren als diejenigen, 
welche überhängende, religationsfähige DNA-Enden einführen (EcoRI, Alul) (Laval, 1990; 
Fritz und Kaina, 1992). Die von den Autoren aus den oben beschriebenen Versuchen 
abgeleitete Hypothese ist, daß Behandlungen, die direkt oder indirekt, via DNA-
Exzisionsreparatur oder Blockierung der Replikation, zu DNA-Strangbrüchen führen, eine 
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Induktion der MGMT-Transkription bewirken und daß DNA-Strangbrüche dabei ein 
auslösendes Ereignis darstellen (Lava!, 1990; Fritz und Kaina, 1992). 
Bemerkenswert ist, daß die MGMT-Aktivität der Säugerzellen nicht nur durch exogene 
sondern auch durch endogene Stimuli wie lnterieron (Bertini et al., 1990) und durch Hormone 
moduliert werden kann (Pegg und Wiest, 1983). Ratten, denen man die Hypophyse oder die 
Schilddrüse entfernte, zeigten eine Reduktion der MGMT-Aktivität, die durch Gabe von 
Wachsturnshormon bzw. Thyroxin behoben werden konnte (Pegg und Wiest, 1983). Für eine 
hormonelle Beeinflussung der MGMT-Aktivität spricht auch die Tatsache, daß sie in der Leber 
und im Brustdrüsengewebe weiblicher Ratten und Mäusen in Abhängigkeit von der 
hormonellen Situation im Tier schwankt (Dutta-Choudhury et al., 1991; Chang et al., 1993). 
Die Expression der MGMT ist also nicht nur durch von außen induzierte Signale, sondern auch 
durch physiologische Vorgänge im Säugerorganismus beeinflußbar. 
2. Die lnduzierbarkeit der MPG 
Eine Induktion der MPG-Aktivität in der Rattenleber wurde bereits 1982 von Cooper et al. 
nach Beha.'ldlung von Ratten mit 2-Acetylaminofluoren beschr-ieben. Dieser Befund ist bisher 
allerdings nicht bestätigt worden. Vielfach reproduziert dagegen ist die Induktion der MPG-
Aktivität in der Ratten-Hepatornzellinie H4 bzw. H4IIE in vitro (Laval, 1985; Laval, 1990; 
Hartenstein, 1992). Wie bei der MGMT wirken nicht nur Alkylantien wie MNNG, MMS und 
EMS, sondern auch y-Strahlen und UV-Licht sowie H20 2 und erhöhte Temperatur (42°C) 
induzierend auf die Aktivität. Unklar ist die Frage einer Induktion der MPG-mRNA. Obwohl 
eine Akkumulation der rnRNA nach Mutagen-Behandlung gefunden wurde (Lava!, 1991; 
Hartenstein, 1992; Mitra und Kaina, 1993 ), konnte eine transkriptioneile Aktivierung des 
MPG-Gens bisher nicht überzeugend nachgewiesen werden. 
Promotoren von DNA-Reparaturgenen aus Säugerzellen 
Für eine Reihe von an der DNA-Reparatur beteiligter Gene wurde die Promotorregion 
kloniert. Dazu gehören die Promotorbereiche des menschlichen MGMT-Gens (Harris et al., 
1991), des AP-Endonuklease- (Harrison et al., 1992, Robson et al., 1992, Akiyama et al., 
1994) und Polymerase ß-Gens (Widen et al., 1988). Bislang liegen jedoch nur zur 
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Aktivierbarkeit des Polymerase ß-Promotors Erkenntnisse vor (Kedar et al., 1991): Der 
Promotor ist durch MNNG und H202 aktivierbar. Bindung des Transkriptionstaktors 
A TF/CREB an den Polymerase ß-Promotor ist notwendig zur Steigerung der transkriptioneile 
Aktivität nach MNNG-Behandlung (Kedar et al., 1991; Narayan et al., 1995). 
Ziele der vorliegenden Arbeit 
Wie dargestellt wurde, ist sowohl die basale MGMT-Aktivität als auch die Induktion der 
MGMT auf Protein- und mRNA-Ebene in der Leber verglichen mit anderen Organen der 
Säuger am höchsten. Eine MGMT-Induktion wurde darüber hinaus in Ratten-Hepatomzellen 
gefunden. Angesichts dessen stellte sich die Frage, ob die basale Expression wie auch die 
MGMT-Induktion von Faktoren abhängig ist, die zur leberspezifischen Differenzierung der 
Zellen führen. Bislang konnte auch eine Induktion der MPG nur in Ratten-Hepatomzellen 
nachgewiesen werden, was die Frage aufwarf, ob die MPG in einer der MGMT vergleichbaren 
Art und Weise in ihrer Expression von leberspezifischen Faktoren abhängig ist. Zur 
Beantwortung dieser Fragen wurden sowohl die MGMT- und MPG-Aktivitäten als auch die 
entsprechenden mRNA-Mengen in Ratten-Hepatomzellen, die einen unterschiedlichen Grad an 
leberspezifischer Differenzierung aufweisen, sowie in primären Ratten-Hepatozyten nach 
Behandlung mit MNNG und Röntgenstrahlen bestimmt. 
Bei der Exzisionsreparatur alkylierter Basen folgen, wie beschrieben, nach der 
Basenentfernung durch die MPG vier weitere Reaktionsschritte. Im zweiten Teil dieser Arbeit 
wurde versucht zu klären, ob die an der Exzisionsreparatur von Alkylierungsschäden der DNA 
beteiligten Gene, die für die MPG, AP-Endonuklease, Polymerase ß und Ligase kodieren, eine 
koordinierte Expression nach Mutagen- und Hormonbehandlung in der Ratten-Hepatomzellinie 
H4IIE zeigen und ob ein Zusammenhang mit der MGMT-Expression besteht. 
Ein wichtiger experimenteller Ansatz zur Aufklärung der Regulation der DNA-Reparatur liegt 
in der Isolierung und Charakterisiemng von Promotoren der Reparaturgene. Der bereits 
isolierte menschliche MGMT-Promotor verfügt über potentielle Bindestellen für aktivierbare 
Transkriptionstaktoren (Harris et al., 1991). Induktionsversuche mit dem klonierten 
Promotorelement sind bisher nicht durchgeführt worden. Die vorliegende Arbeit befaßt sich 
daher mit der Frage, ob der menschliche MGMT-Promotor aktivierbar ist. Zur Beantwortung 
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dieser Frage, wurde beabsichtigt, den Promotor in einem Reportergenkonstrukt in H4IIE-
Ratten-Hepatomzellen und menschliche HeLa-Cervixkarzinomzellen transient zu transfizieren. 
In H4IIE-Zellen sollte dann seine Aktivität nach Mutagenbehandlungen untersucht werden, die 
die endogene MGMT-Transkription induzieren. Sowohl in HeLa- als auch in H4llE-Zellen 
sollte außerdem die Wirkung nichtmutagener Induktoren (Hormone, Tumorpromotoren) der 
Transkription auf die Aktivität des Promotors geklärt werden. 
Bisher liegen keine publizierten Daten vor, die Auskunft über eine transkriptionelle 
Aktivierbarkeit des MPG-Gens geben. Die Promotorregion des MPG-Gens ist bislang nicht 
kloniert worden. In einem vierten Teil der Arbeit wurde beabsichtigt den MPG-Promotor der 
Ratte mit Hilfe einer cDNA-Sonde aus einer Genbank zu isoliert. Mit anschließenden 
Sequenzanalysen und durch transiente Transfektion geeigneter Reportergenkonstrukts in 
H4IIE-Zellen sollte die Promotorregion näher charakterisiert werden. Diese Daten sollten 
Auskunft zur basalen Expression und Induzierbarkeit des MPG-Gens der Ratte geben. 
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Material 









Ratten-Hepatom-Zellinie (Fritz et al., 1991) 




Fibrob1asten-Zellinie aus dem Ovar des chinesischen Hamsters 
menschlkhe Zellinie eines Gebärmutterkarzinoms 
Rekombinations- und restriktionsdefekter E. coli-Stamm zur 
Klonierung von rekombinanter DNA 
2. Medien für Zell- und Bakterienkultur 
Dulbecco, F12, fötales Kälberserum 




Hefeextrakt, Trypton, Bacto-Agar 
3. Antibiotika 
Ampicillin 
Gentamycin, Neomycinsulfat (0418) 
Sigma, München 
Difco Laboratories, Detroit 
Sigma, München 
Gibco, Karlsruhe 
1 alle Zellinien und Bakterienstämme stammen aus der Sammlung von Prof. Kaina 
die Zellinien H4IIEC3ff, H4IIEC3/G·, Fao und HS wurden freundlieberweise von Prof. Wiebel (GSF, München) zur 
Verfügung gestellt 
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4. Materialien und Geräte für Zell- und Bakterienkultur 
Kultur- und Einftiergefäße 
5 ml, 15 ml, 50 ml Polystyrol und -propylengefäße 
20 x 20 cm2 Baktetienkulturplatten 
Elektroporationsgerät für Zellen 
Elektroporationsgerät für Bakterien 
5. Mutagene und Stahlungsquellen 
6°Kobalt -y-Quelle 
MMS,MNNG 
Röntgenquelle MÖD 301/4 mit einem 1 mm Kupferfilter 
UV-Quelle (Hg-Lichtbogen-Lampe) 
6. Enzyme 





M-ML V Reverse Transkriptase 
Restriktionsendonukleasen 
RNaseA 






























Prime It (Random Priming Labeling Kit) 




pBluescript KS+ kommerzieller Vektor (Stratagene, Heidelberg) zur Klonierung in E.coli 
pCAT basic kommerzielles Reportergenkonstrukt (Promega, Heidelberg) mit dem 
promotorlosen bakteriellen Chloramphenicol-Acetyltransferase ( CAT-)-Gen 
pOOO 
pSV2-CAT 
menschliches MGMT-Promotorfragment (Sstl) im Vektor pCAT basic, 
freundlicherweise von Prof. Mitra (Oak Ridge, USA) zur Verfügung gestellt 
kommerzielles CAT-Reportergenkonstrukt (Promega, Heidelberg) mit dem 
frühen Promotor des SV -40 Virus 
10. cDNA-Sonden2 
humane AP-Endonuklease (Eschbach, E., 1994) 
GAPDH der Ratte im Plasmid pRGAPDH (Fritz et al., 1991) 
Ligase I (Barnes et al., 1990) 
MGMT der Ratte im Plasmid pCDNA li (Rahden-Staron, I. und Laval, F.,l991) 
MPG der Ratte im Plasmid pAPDG 10 (O'Conner, T. und Lava1, F., 1990). 
Polymerase ß im Plasmid pMT-pol ß antisense (Fomace et al., 1989) 
Tyrosin-Aminotransferase 
11. Oligonukleotide 
MPGTR 5' CTTGGGA TCCTGCTCTGG 3' MWG-Biotech, Ebersberg 
2 die cDNA-Sonden wurden von Prof. Kaina zur Verfügung gestellt. Sie sind, wenn nicht weiter angegeben, 
freundlicherweise ans verschiedenen Labors, in denen die Proben klonierte worden sind, der Arbeitsgruppe für diese 








137 mM NaC1, 2,7 mM KCI, 0,7 mM CaCI2, 0,6 mM MgC12, 
6,5 mM Na2HP04, 1,5 mM KH2P04 
175.3 g/1 NaCl, 88.2 g/1 NaCitrat, pH 7.0 
0,4 M Tris-OH, 10 mM EDTA, pH 8,3 mit Essigsäure einstellen 
54 g/1 Tris - Base, 27,5 g/1 Borsäure, 10 mM EDT A 
10 mM Tris- HCI, 1 mM EDTA, pH8.0 (die Werte in der Klammer geben 
die Konzentrationen an Tris bzw. EDTA in mM an) 
12.1. Lösungen für die Leberperfusion 





Hank's-Lösung mit Zusatz von 2,38 g/1 HEPES, pH 7,4 
PM plus 0,14 g/1 CaClz, 0,2 g/1 MgS04 
50,5% Percoll (d = 1,13 mg/ml), 5 mM NaOH, 8,775 g/1 NaCl, 3,57 g/1 
HEPES, 5 g/1 BSA, 1 g/1 Glucose, pH 7,4 
Percoll-Lösung 2 lx Hank's-Lösung mit 49,2% Percoll (d = 1,13 mg/ml), 5 mM NaOH, 
3,57 g/1 HEPES, 5 g/1 BSA, 1 g/1 Glucose, pH 7,4 
13. Spezielle Chemikalien 
APS 
Ethidi um bromid 
Haftsilan, Dimethy ldichlorsilan 
Heparin-Natrium 
Kristall violett, Giemsa - Färbelösung 
Lachsspermien - DNA 
LMP - Agarose 
Percoll 
Polyacrylamid/Bisacrylamidlösung 














14. Radioaktiv markierte Chemikalien 
a-e2P]-dCTP (3000 Ci!mmol) 
r-e2P]-dA TP csooo Ci!mmol) 
a-e5s]-dATP (600 Cilmmol) 
e4C]-Chloramphenicol (56 mCilmmol) 
[
3H]-Methylnitrosoharnstoff (16,5 Ci/mmol) 







DuPont de Nemours, Bad 
Hornburg 
Methoden 
1. Kultivierung etablierter Zellinien 
Die Zellinien CH0-9, H5, H4IIEC3/T, H4IIEC3/G-, Fao wurden in F12/Dulbecco's Medium 
( 1: 1) mit einem Zusatz von 10% fötalem Kälberserum (FCS) kultiviert. H4IIE Zellen wurden 
in a-Medium mit 5% FCS kultiviert. Allen Medien wurde 50 J..lg/ml Gentamycin zugesetzt. Die 
Kultur erfolgte in Plastikschalen, auf deren Boden die Zellen als Einzelzellschicht wuchsen, in 
einem Brutschrank bei 37°C, in feuchter Atmosphäre mit 6% C02-Gehalt. Zur Passage wurde 
das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gespült. Die Ablösung der Zellen von den 
Kulturschalen erfolgte durch Verdau der extrazellulären Matrix mit Trypsin (0,25% Trypsin in 
PBS, ca. 5 min bei 3rC). Die gelösten Zellen wurden in Medium suspendiert und je nach 
Bedarf in entsprechender Verdünnung ausgesät. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit der 
Neubauer-Zählkammer. 
1.1. Behandlung von Zellen mit Alkylantien, TPA und Forskolin 
Alkylantien wurden sowohl für die Versuche zur Geninduktion als auch in den Dosis-Effekt-
Versuchen verwendet. TPA und Forskolin wurden nur zur Geninduktion benutzt. Für alle 
Agenzien wurden Stocklösungen folgender Konzentrationen hergestellt: 






10 mM in H20 (in DMSO anläsen !) 
200 !lg/ml in DMSO 
20 !lM in DMSO 
Die Stocklösungen wurden bei -20°C aufbewahrt. Die Zugabe der Substanzen zum Medium 
der Zellen erfolgte direkt aus den Stocklösungen. Die Behandlung mit MNNG und MMS 
erfolgte jeweils für eine Stunde. Danach wurde das Medium durch frisches ersetzt. Nach 
Zugabe von TP A oder Forskolin wurde das Medium nicht gewechselt. 
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1.2. Bestrahlung von Zellen 
Röntgen-, y- und UV-Strahlung wurden für Versuche zur Geninduktion verwendet. Die 
Röntgenbestrahlung erlolgte mit einer Phillips-Röntgenröhre (Mo 300) bei 250 kV und 10 mA. 
Die Dosisleistung der Röntgenquelle betrug dann 0,143 Gy/min. Zur y-Bestrahlung wurde eine 
6°Co-Strahlenquelle (Atomic Energy of Canada) verwendet. Die Dosisleistung der y-Quelle 
betrug 385,15 Gy/h (Stand: 1.1.1995). Die Strahlungsintensität der UV-Quelle betrug 2 W/m2 
in 32 cm Entfernung. Zur Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht wurde das Medium abgesaugt, 
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann die Flüssigkeit über den Zellen so gut als 
möglich entfernt. Die Zellen wurden dann ohne Deckel unter die UV -Lampe gestellt und nach 
der Bestrahlung sofort mit frischem Medium überschichtet Zur Bestrahlung mit ionisierenden 
Strahlen wurden die Zellen in Medium mit geschlossenem Deckel der Strahlung ausgesetzt. 
Danach wurde das Medium gegen frisches ausgetauscht. 
1.3. Dosis-Effekt-Versuche 
Zur Messung eines Dosiseffektes von Mutagenen auf die Fähigkeit von Einzelzellen zu 
Kolonien auszuwachsen, wurden die ZeHen so ausgesät, daß sich ca. 100 Koi01üen auf einer 5 
cm Kulturschale bildeten. Dazu wurden in Abhängigkeit von der Plattierungseffizienz und der 
zu erwartenden Kolonienzahl 200-1000 Zellen auf 5 cm Kulturschalen ausgesät. Die 
Plattierungseffizienzen der Zellinien waren: Für H5-Zellen ca. 50%, für H41IEC3/T- und 
H4IIE- ca. 40%, für H4IIEC3/G- ca. 25% und für Fao-Zellen ca. 65%. Nach 6 h hatten sich 
die Zellen am Boden der Kulturschale angeheftet. Nun erfolgte die Behandlung der Zellen mit 
steigenden Konzentrationen des Mutagens. Die Mutagenbehandlung der Zellen erfolgte wie 
oben beschrieben. Nach ca. 7-10 Tagen waren die Kolonien makroskopisch sichtbar. Die 
Zellen wurden mit PBS gewaschen, 10 min mit Methanol fixiert und anschließend zur 
Anfärbung mit 0,5% Kristallviolett und 5% Giemsa (in Wasser) überschichtet (5-10 min). Zur 
Auswertung wurden die Kolonienzahlen, die mit einer bestimmten Dosis erhalten worden 
waren, relativ zur denen in der unbehandelten Kontrolle berechnet und halblogarithmisch in 
einer Dosis-Effekt-Kurve aufgetragen. 
1.4. Transiente Transfektion durch Kalziumphosphat Kopräzipitation 
Diese Methode wurde bei H4IIE-Rattenzellen und menschlichen HeLa S3-Zellen zur 
Transfektion von Reportergenkonstrukten (Promotor-CAT- und RSV -ß-Gal-Konstrukte) 
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angewendet: 24 h vor der Transfektion wurden 106 Zellen auf einer 10 cm Kulturschale 
ausgesät. Für die Transfektion wurden 5 - 10 11g DNA pro Kulturschale in 0,5 ml Puffer A 
(280 mM NaCl, 50 mM Hepes, 1,5 mM Na2HP04, pH 7,15) aufgenommen. Anschließend 
wurde tropfenweise, unter leichtem Schwenken 0,5 ml Puffer B (250 mM CaCh, 10 mM 
Hepes) zugegeben. Zur Ausbildung des Präzipitates wurde die Lösung 45 - 60 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Lösung wurde dann zur gleichmäßigen Verteilung des 
Präzipitates gemischt und tropfenweise auf die Zellen gebracht. Anschließend wurden die 
Zellen für 15 h im Brutschrank kultiviert. Zur Erhöhung der Transfektionseffizienz wurden 
H4IIE-Zellen dann 5 ml 30% DMSO in Medium zugegeben (Endkonz. DMSO: 10%) und die 
Zellen weitere 30 min im Brutschrank inkubiert. HeLa S3-Zellen wurden ohne diese 
Behandlung transfiziert. Nach der DMSO-Behandlung wurde das Medium abgesaugt, die 
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und frisches Medium zugegeben. 6 h später wurden die 
Zellen nach Bedarf behandelt, und nach 24 h oder 48 h wurde Gesamtzellextrakt der Zellen 
hergestellt (s.u.). Zur Quantifizierung der Transfektionseffizienz in den Einzelversuchen wurde 
ein RSV -ß-Gal-Konstrukt, in dem das bakterielle ß-Galactosidase-Gen unter der Kontrolle des 
viralen RSV (Raus-Sarkoma- Virus)-Promotors steht, kotransfiziert. Es wurde davon 
ausgegangen, daß der virale Promotor eine konstante Transkription des ß-Galactosidase-Gens 
in den Säugerzellen bewirkt. Die ß-Galactosidase-Aktivität in den Zellextrakten konnte somit 
als Maß für die Menge der erfolgreich transfizierten DNA genommen werden. Als 
Positivkontrolle für die Aktivitätsbestimmung eines eukaryotischen Promotors in den H4IIE-
Zellen wurde das Reportergenkonstrukt pSV2-CAT transfiziert und die Promotoraktivität des 
datin vor das CAT-Gen klonierten frühen SV40-Promotors bestimmt. Zur Korrektur der 
unterschiedlichen Transfektionseffizienzen wurde die CAT-Aktivität in den Zellextrakten 
relativ zur parallel bestimmten ß-Galactosidase-Aktivität berechnet. 
2. Kultivierung von primären Ratten-Hepatozyten als Sphäroide 
2.1. Isolierung von Ratten-Hepatozyten 
2.1.1. Perfusion der Rattenleber 
Die Isolierung der Hepatozyten erfolgte durch eine zweistufige Kollagenase-Perfusion einer 
frisch präparierten Rattenleber: In einer ersten Perfusion mit einer Lösung frei von Ca2+- und 
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Mg2+-Ionen wurden die Zell-Zell-Kontakte gelöst, in der zweiten Petfusion mit Kollagenase 
wurde die extrazelluläre Matrix abgebaut. Durch diese Behandlung konnten die Hepatozyten 
anschließend aus der Leber ausgeschwemmt werden. 
Männliche Spraque-Dawley Ratten mit ca. 200 g Körpergewicht wurden 7 Tage in einem 12 h 
Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. Wasser und Nahrung wurden ad libidum angeboten. 24 h vor der 
Leberpetfusion wurde die Futtergabe abgesetzt. Zur Präparation der Leber wurde das Tier mit 
Nembutal (intraperitoneal, 0,1 ml/100 g Körpergewicht) betäubt und zur Verhinderung der 
Blutgerinnung, Heparin-Natrium (0,2 ml/100 g Körpergewicht) in die Schwanzvene injiziert. 
Dann wurde der Bauchraum des Tieres geöffnet. In die freipräparierte Vena portae wurde eine 
Braunüle eingeführt, durch die die Petfusionslösungen über eine Infusionsapparatur 
(Durchflußrate ca. 20 ml/min.) in die Leber gelangen. War die erste Petfusionslösung (PM plus 
0,08 g/1 EGTA) an die Braunüle angeschlossen, wurde sofort die Vena cava inferior 
durchtrennt um ein Abfluß der Petfusionslösung zu erlauben. Eine etfolgreiche Petfusion 
zeigte sich durch die sofortige Vetfärbung der Leber, da das Blut durch die farblose 
Petfusionslösung ersetzt wurde. Die Braunüle wurde durch zwei Ligaturen an der Vena portae 
befestigt und die Leber freipräpariert. Die Leber wurde nun in eine Perfusionsapparatur 
gehängt, in der eine Zirkulation der Petfusionslösung unter sterilen Bedingungen gewährleistet 
war. Die Leber wurde dann mit PM-Lösung petfundiert, der 50 mg Kollagenase, 4 mg 
Sojabohnen Trypsininhibitor und 1 mg DNase in 10 ml Hanks-Lösung (pH 7,4) zugegeben 
worden war. Nach 15 min wurde die Leber aus der Apparatur genommen. Die Hepatozyten 
wurden nun in 100 ml eiskalter Isolationslösung mechanisch aus dem zetfallenen Lebergewebe 
herausgelöst. 
2.1.2. Anreicherung vitaler Hepatozyten 
Die erhaltene Zellsuspension wurde nacheinander durch Nylongaze der Porenweiten 200 11m, 
150 11m und 100 11m flltriert und zweimal mit Isolationslösung gewaschen, wobei die Zellen 
niedertourig (5 min., 200g) abzentrifugiert wurden. Die Anreicherung der Hepatozyten etfolgte 
durch eine Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation: Die Zellen wurden nach Zentrifugation in 
50 ml eiskalter Percoll-Lösung aufgenommen und je 12,5 ml mit 25 ml eiskalter Percoll-
Lösung 2 überschichtet Nach 10 min. Zentrifugation (800 g, 4°C) sammelten sich die 
Hapatozyten am Boden, die weniger dichten Zelltrümmer, nichtparenchymatische Zellen und 
tote parenchymatischen Zellen jedoch als Überstand auf der Percoll-Lösung. Der Überstand 
wurde entfernt und das Zellpellet zweimal mit Isolationslösung gewaschen. Die Anzahl toter 
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Zellen wurde durch Trypanblaufärbung bestimmt und lag bei ca. 5% (entspricht 95% vitaler 
Hepatozyten). 
2.2. Sphäroidbildung und Kultivierung 
Je 2,5xl06 Hepatozyten wurden auf unbeschichteten 10 cm "Bakterien-Petrischalen" in 10 ml 
Waymouth Medium (10% CPSR-1, 1% Glutamin, 50 ~g/ml Gentamycin, 2 mM Nicotinamid, 
250 J.!M Fe(N03)3 x 9 H20, 100 ~-tM 8-Aminolävulinsäure, 13 nM Transferrin, 10"
8 M Insulin) 
ausgesät. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt. Dazu wurden die entstandenen 
Zellaggregate in 50 ml-Röhrchen überführt und kurz abzentrifugiert (30 s, 200 g). Die 
Zellaggregate wurden anschließend in 4/5 Volumen der Ausgangskultur in o.g. Medium mit 
einem Zusatz von 1 o-7 M Hydrocortison auf unbeschichteten Petrischalen ausgesät. Nach 
weiteren 24 h war die Sphäroidbildung abgeschlossen. Die weitere Kultivierung erfolgte in 
Spinnerflaschen unter gleichmäßigem Rühren (40 U/min.) mit gleicher Zelldichte. Das Medium 
wurde alle 24 h erneuert. 
2.3. Behandlung von Sphäroiden mit Alkylantien und Tumorpromotoren 
Diese Behandlung mit MNNG zur Geninduktion wurde genauso wie für die etablierten 
Zellinien beschrieben durchgeführt. Der Medienwechsel erfolgte wie unter 2.2 beschrieben. Die 
Stocklösung des Phenobarbitals war 100 mM in Zellkulturmedium (in 0,1 M NaOH lösen, 
Medium zugeben und anschließend neutralisieren!). Phenobarbital wurde beim täglichen 
Wechsel des Mediums erneut zugegeben. 
2.4. Bestrahlung von Sphäroiden mit Röntgenstrahlen 
Da die gläsernen Spinner-Kulturflaschen zur Bestrahlung nicht geeignet waren, wurden die 
Sphäroide in 50 ml Röhrchen überführt, bestrahlt (analog der Bestrahlung der etablierten 
Zellinien), ab zentrifugiert (30 s, 200 g) und mit frischem Medium weiterkultiviert 
3. Kultivierung von E.coli-Bakterien 
Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium (1 0 g/1 Bacto-Trypton, 5 g/1 
Hefeextrakt, 10 g/1 NaCl) oder SOC-Medium (20 g/1 Bacto-Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 10 mM 
NaCl, 2,5 mM KC1, 10 mM MgCh, 10 mM MgS04, 20 mM Glucose) in Flüssigkultur oder auf 
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Agarplatten (1,5% Agar). Zur Selektion auf Ampicillinresistenz wurde dem Medium 50 Jlg/ml 
Am picillin zugesetzt. 
3.1. Transformation von E.coli Bakterien 
3.1.1. Elektroporation 
3 .1. 1. 1. Präparation der Zellen 
1 1 LB-Medium wurden mit 10 ml einer Übemachtkultur angeimpft und bis zu einer OD6oo von 
0,5 bei 37°C kultiviert. Dann wurden die Zellen abzentrifugiert (4000 g), das Medium 
abgesaugt und zuerst mit 1 1, dann mit 0,5 1 und schließlich mit 0,25 1 eiskaltem 10% (v/v) 
Glycerin gewaschen. Die Zellen wurden zuletzt in 3 ml eiskaltem 10% (v/v) Glycerin 
aufgenommen und in 100 Jll Aliquots bei -80°C eingefroren. 
3.1.1.2. Transfonnation 
100 Jll Zellensuspension (s.o.) wurden auf Eis aufgetaut, mit bis zu 10 Jll DNA-Lösung 
gemischt und in eiskalte Elektroporationsküvetten (Elektroden abstand 0,1 cm) überführt. Die 
Elektroparation erfolgte bei 1,8 kV mit dem E.cali-Pulser der Firma BIORAD. Nach dem Puls 
wurden die Bakterien in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C inkubiert. Danach 
wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten in verschiedenen Verdünnungen ausplattiert 
3.1.2. Transformation mit Kalziumchlorid (verändert nach Maniatis et al., 1982) 
3.1.2.1. Herstellung kompetenter Zellen 
1 1 LB-Medium wurden mit 10 ml einer Übemachtkultur angeimpft und bis zu einer OD6oo von 
0,4 bei 37°C kultiviert. Die Bakterien wurden dann abzentrifugiert (4000 g), das Medium 
abgesaugt und die Bakterien in 20 ml eiskaltem, sterilem 50 mM CaC}z resuspendiert. Nach 
erneuter Zentrifugation wurden die Bakterien schließlich in 4 ml eiskaltem, sterilem 50 mM 
CaC}z, 15% v/v Glycerin aufgenommen und in Aliquots zu 300 Jll bei -80°C aufbewahrt. 
3.1.2.2. Transfonnation 
300 J.!l kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 50 Jll DNA-Lösung (mit 50 
mM Tris pH 7,2 auf dieses Volumen bringen) gemischt und 40 min auf Eis inkubiert. Nach 
einem Hitzeschock (3 min, 42°C) wurden die Bakterien noch 10 min bei Raumtemperatur 
stehen gelassen, bevor der Transformationsansatz in 1 ml LB-Medium gegeben und die 
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Bakterien 1 h bei 37°C wachsen konnten. Danach wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten 
ausplattiert (s.o.). 
4. Herstellung von Gesamtzellextrakt aus Säugerzellen 
Für die Herstellung von Gesamtzellextrakt wurden die Zellen zweimal mit PBS gespült und mit 
einem Gummischaber, in 1 ml PBS, vom Boden der Kulturschale abgelöst. Die Zellen wurden 
abzentrifugiert und für die MGMT- oder MPG-Aktivitätstests in Ultraschallpuffer (TE (20: 1) 
pH 8,5, 1 mM 2-Mercaptoethanol, 5% Glycerin), für die CAT- oder ß-Glaktosidase-
Enzymtests in TE (1 0: 1), pH 7,5 aufgenommen. Zur Herstellung eines Extraktes aus 
Säugerzellen ist es notwendig, die Zellmembran aufzubrechen. Dies erfolgte auf zwei Arten: 
Für den MGMT- und MPG-Enzymtest durch Behandlung der Zellen mit Ultraschall (Branson 
Sonifier 40W, 3mal 10 Pulse, auf Eis) und für den CAT- und ß-Glaktosidase-Enzymtest durch 
dreimaliges Einfrieren und Auftauen der Zellsuspension in flüssigem Stickstoff und einem 
37°C-Wasserbad. Die Zelltrümmer wurden danach abzentrifugiert (10 min. 10000 g, 4°C) und 
der Überstand in Aliquots von 20-50 111 in flüssigem Stickstoff eingefroren. 
5. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Die Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford erfolgte durch Bindung von Comassie 
Blue G-250 an die Aminogruppen der Proteine. Auf einer Mikrotiterplatte wurden sowohl 
Verdünnungen einer BSA-Lösung bekannter Konzentration (1 mg/ml) zur Erstellung einer 
Eichkurve als auch Verdünnungen eines Zellextraktes aufgetragen (20J11) und mit Bradford-
Reagenz (5-fach konzentriert von der Firma BIORAD) versetzt (200J1l). Dann wurde die 
Absorption bei 600 nm bestimmt und die Proteinkonzentration im Zellextrakt mit der 
Eichkurve ermittelt. 
6. Messung von Enzymaktivitäten 
6.1. 0 6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase Aktivität 
Das Prinzip des Testes besteht darin, daß [3H]-markierte Methylgruppen von 0 6-
Methylguaninen einer in vitro methylierten Lachsspermien-DNA auf das Methyltransferase-
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Protein übertragen und kovalent gebunden werden. Da die Reaktion stöchiometrisch erlolgt, 
kann durch Bestimmung der proteingebundenen Radioaktivität kann die Methyltransferase-
Aktivität ermittelt werden. 
Die Methylierung des DNA-Substrates erlolgte durch Inkubation von 30 ml DNA-Lösung (6,3 
mg/ml) mit eH]-MNU (16,5 Ci/mmol) in 0,2 M NaCacodylat, 1 mM EDTA (pH 7,5) für 2h 
bei 37°C. Anschließend wurde die DNA mit 2 Vol. Ethanol ausgefällt, in TE (1 0: 1) (pH 8) 
aufgenommen und mehrere Stunden gegen Citratpuffer und TE (10: 1) (pH 8) dialysiert. Die 
gereinigte DNA wurde erneut gefällt und in TE (10:1) (pH 8) aufgenommen. Die Aktivität des 
DNA-Substrates betrug 2700 cpm/111. 
Ein typischer Reaktionsansatz enthielt in 200 111 Gesamtvolumen, 40 111 (108000 cpm) eH]-
DNA, 20 !lllOx Reaktionspuffer (700 mM Hepes-KOH pH 7,8, 10 mM Dithiothreitol, 50 mM 
EDTA) und 50 11g - 500 11g Gesamtzellextrakt Die Reaktion wurde 60 min bei 37°C inkubiert 
und dann durch Zugabe von 400 !ll 0,8 M TCA gestoppt. 
Nach Zugabe von BSA (10 mg/ml) bis zu einer Proteingesamtmenge von 500 11g, wurde die 
DNA 15 min bei 95°C hydrolysiert und anschließend das Protein bei ooc präzipitiert. Das 
ausgefallene Protein wurde abzentrifugiert und der Überstand, der die hydratisierte DNA 
enthielt, verworfen. Das Proteinpellet wurde zweimal mit 400 111 5% TCA gewaschen und 
dann in 200 !lll N NaOH hydrolysiert. Nach Neutralisation mit 1 N HCl wurden, nach Zugabe 
von 5 ml Szintillationslösung die Radioaktivität in der Lösung im Flüssigkeits-
Szintillationszähler bestimmt. 
Die MGMT-Aktivität ergibt sich aus der spezifischen Aktivität des Substrates und der 
Zählausbeute des Flüssigkeits-Szintillationszählers: Ca. 7,5% der Methylierungen der DNA mit 
MNU sind 0 6-Methylierungen des Guanins (Beranek, 1990). Bei einer Zählausbeute von 50% 
(1 cpm = 2 dpm) und einer spezifischen Aktivität des eH]-MNU von 16,5 Ci/mmol entspricht 
1 cpm 0,0555 fmol übertragener 0 6-Methylgruppen. Da das Substrat kovalent an das MGMT-
Protein gebunden wurde, entspricht die Aktivität der MGMT direkt der gebundenen Menge an 
Methylgruppen pro Menge Gesamtprotein. 
6.2. Methylpurin-DNA-Glykosylase Aktivität 
Das Prinzip des Enzymtestes beruht auf der Freisetzung von eH]-markierten, methylierten 
Purinbasen aus einer durch eH]-DMS methylierten Lachsspermien-DNA. Die Aktivität der 
Glykosylase wird ausgedrückt als Menge der freigesetzten Basen pro Zeiteinheit und pro 
eingesetzter Proteinmenge. 
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Die Methylierung des DNA-Substrates etfolgte durch Behandlung von 20 mg DNA mit 4,55 
mmol eH]-DMS bei Raumtemperatur in TE (10:1) für 12 h. Die spezifische Aktivität des 
DNA-Substrates betrug 105cpm/mg. Die methylierte DNA wurde vor jedem Aktivitätstest über 
eine Sephadex G75-Säule von spontan hydrolysierten Basen befreit. 
In einem 100 J.!l-Ansatz wurden die methylierte DNA (60000 cpm), 20 J.!l 5x Reaktionspuffer 
(500 mM KCl, 250 mM Hepes pH 6,7), 5 J.!l 100 mM Dithiothreitol mit 300 Jlg-500 Jlg 
Gesamtzellextrakt I h bei 37°C inkubiert und dann die Reaktion auf Eis abgestoppt. 
Nach Zugabe von Hefe tRNA (5 J.!g) und BSA (200 Jlg) oder 50 Jlg Lachsspermien-DNA 
wurde die DNA in 0,1 Vol. NaAc 3 M (pH 4,8) und 2 Vol. Ethanol ausgefällt und 
abzentrifugiert (15 min, 10000g, 4°C). Der Überstand mit den freigesetzten Basen wurde in 
einem Rotationsverdampfer (speed-vac) eingedampft und in 30 J.!l FPLC-Laufpuffer (0,4 M 
NRtH2P04, 5% Methanol) aufgenommen. Die freigesetzten Basen wurden über eine ,,reversed 
phase" Säule (PepRPc® HR5/5, Pharmacia) mit Hilfe der FPLC-Methode aufgetrennt. Vor 
der Auftrennung der [3H]-markierten Methylpurine wurden zur Kontrolle 5 111 eines 
Methylpuringemisches (3-Methyladenin, 1-Methyladenin, 1-Methy lguanin, 7-Methy 1guanin, je 
1 mg/ml) in 50 J.!l Laufpuffer über die FPLC-Säule aufgetrennt (Flußrate 0,5 mllmin) und der 
Trennetfolg durch kontinuierliche Messung der Absorption des Laufpuffers bei 254 nm 
kontrolliert. Das Gemisch wurde auch jedem präparativen FPLC-Lauf zugegeben, um die 
Trennung kontrollieren zu können. Es wurden 0,5 ml-Fraktionen gesammelt. Die gesammelten 
Fraktionen wurden mit 5 ml Szintillationslösung vermischt. Die Radioaktivität in den 
Fraktionen wurde in einem Flüssigkeits-Szintillationszähler bestimmt. 
Die Menge an freigesetzten Methylpurinen kann aus der spezifischen Aktivität der eH]-
markierten, methylierten Purinbasen und der Zählausbeute des Flüssigkeits-Szintillationszählers 
errechnet werden: Ca. 90% der Methylierungen der DNA mit DMS sind N3-Methyladenin und 
N7-Methylguanin (Beranek, 1990). Bei einer Zählausbeute von 50% (1 cpm = 2 dpm) und 
einer spezifischen Aktivität des eH]-DMS von 1,1 Ci/mmol entspricht 1 cpm 0,818 fmol N3-
Methyladenin- und N7 -Methylguanin-Basen. 
6.3. Chloramphenicoi-Acetyltransferase Aktivität 
Das bakterielle Gen Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) dient als Reportergen für 
eukaryontische Promotoren. Die Expression des Reportergens wird durch die Enzymaktivität 
des translatierten Proteins bestimmt. Im Aktivitätstest werden Acetylgruppen von zugegebenen 
Acetyl-CoA durch das Enzym auf [14C]-markiertes Chloramphenicol übertragen. 
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Der Reaktionsansatz (140 ~)bestand aus 119,5 ~ Proteinextrakt (in 0,25 M Tris pH 8), 20 IJ.l 
4 mM Acetyl-CoA und 0,5 111 [14C]-Chloramphenicol (0,1 ~J.Ci). Die Reaktion wurde 2-15 h 
bei 37°C inkubiert und anschließend das Chloramphenicol mit 1 m1 Ethylacetat aus dem 
Reaktionsansatz extrahiert. Das Lösungsmittel wurde im Rotationsverdampfer ganz entfernt 
und das eingetrocknete Chloramphenicol in 20 ~J.l Ethylacetat aufgenommen. Die Auftrennung 
von acetyliertem und nichtacetyliertem Chloramphenicol erfolgte durch 
Dünnschichtchromatographie. Als feste Phase diente Kieselgel. Das Fließmittel war ein 
Gemisch aus 90% Chloroform und 10% Methanol. Die Quantifizierung der Enzymaktivität 
erfolgte autoradiographisch durch die Bestimmung der Menge an acetyliertem [14C]-
Chloramphenicol und wurde bezogen auf die eingesetzte Substratmenge. Die Autoradiographie 
wurde bei Raumtemperatur mittels einer photosensitiven Phosphorplatte (Fuji Photo Film Co.) 
durchgefühlt und die Signale durch einen "Phosphoimage Reader" (Fuji Photo Film Co.) 
gelesen. Die Auswertung der Autoradiographie erfolgte durch das Softwareprogramm Mac 
BAS 1000 (Fuji Photo Film Co.). 
6.4. ß-Galaktosidase Aktivität 
Das bakterielle Enzym ß-Galaktosidase ist ein weiteres Reporterenzym für eukaryontische 
Promotoren. Der Enzymtest besteht in der Umsetzung des farblosen Substrates 0-Nitrophenyl-
ß-D-galactopyranosid in ein gelbgefärbtes Produkt. 
In einem Standardansatz wurden 50-250 ~J.g Gesamtzellextrakt in 200 IJ.l 60 mM NazHP04, 
40mM NaH2P04, 1 mM MgC}z, 50 mM ß-Mercaptoethanol über Nacht bei 37°C zusammen 
mit den Substrat (0,67 mg/ml) inkubiert. Durch Zugabe von 150 IJ.l 1M NazC03 wurde die 
Reaktion gestoppt und die relative Menge an Produkt durch die Messung der Absorption bei 
405 nm bestimmt. 
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7. Präparation von Nukleinsäuren 
7.1. Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
7.1.1. Präparation kleiner Mengen 
Die Bakterien einer 1,5 ml Übemachtkultur wurden abzentrifugiert (1 min, 10000 rpm) und in 
100 fll TE (25: 1 0) (pH 8), 50 mM Glucose resuspendiert. Zur alkalischen Lyse der Zellen 
wurde 200 fll 0,2 M NaOH, 1% SDS zugegehen unrl '5 m1n hei RT inkubiert Durch die 
Zugabe von 150 fll eiskalten 3 M NaAcetats (pH 4,5) wurden Proteine und hochmolekulare 
DNA ausgefällt ( 10 min bei 0°C). Das Präzipitat wurde abzentrifugiert und der Überstand 
durch Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24: 1 )-Extraktion weiter gereinigt. Die Plasmid-
DNA wurde anschließend durch Zugabe von 2 Volumen abs. Ethanol ausgefällt und pelletiert 
(15 min, 14000 rpm). 
7 .1.2. Präparation großer Mengen 
Die Präparation großer Plasmidmengen aus 400 ml Übemachtkultur erfolgte ebenfalls durch 
alkalische Lyse der Zellen (s. 7.1.1.). Die Aufreinigung erfolgte danach durch eine 
Ionenaustausch-Chromatographie über Quiagensäulen nach dem Firmenprotokoll (Diagen). 
Die Ausbeute betrug je nach Plasmid 200 11g - 1 mg DNA. 
7 .2. Präparation von RNA aus Säugerzellen 
Die Präparation von Gesamt-RNA wurde durch eine kombinierte 
Guanidiniumisothiocyanat/Phenol/Chloroform-Extraktion erreicht (nach Chomczynski und 
Sacchi, 1987). Dazu wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und pro ca. 107 Zellen 
(eine 10 cm Petrischale) mit 1 ml RNA-Lysepuffer (4 M Guanidiniumisothiocyant, 100 mM ß-
Mercaptoethanol, 25 mM NaCitrat pH 7, 0,5% Sarkosyl) versetzt. Diese Behandlung bewirkt 
eine starke Hemmung anwesender RNasen bei gleichzeitiger Lyse der Zellen. Das viskose 
Lysat wurde von der Platte geschabt und in 15 ml Plastikröhrchen überführt. Dann erfolgte 
nacheinander und mit leichtem Mischen dazwischen die Zugabe von 1 ml wassergesättigtem 
Phenols, 100 111 3 M NaAcetat (pH 4,5) und 200 111 Chloroform/Isoamylalkohol (49: 1). 
Schließlich wurde gut gemischt und die Lösung 15 min auf Eis gestellt. Die ausgefallenen 
Proteine und DNA wurden danach abzentrifugiert (30 min, 13000 rpm) und der Überstand 
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erneut mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24,5:0,5) extrahiert. Schließlich wurde die 
RNA mit Isopropanol ausgefällt, abzentdfugiert (30 min, 13000 rpm), erneut in 400 J.!l RNA-
Lysepuffer aufgenommen und mit Ethanol präzipitiert. Die RNA wurde in Wasser oder in 
einem Wasser-Ethanol-Gemisch ( 1: 1) aufbewahrt. 
8. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren in wäßdgen Lösungen wurde die 
Absorption bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Einer OD26o von 1 entsprechen dabei 50 Jlg/ml 
DNA, 40 Jlg/ml RNA bzw. 20 Jlg/ml Oligonukleotide. Der Quotient OD26o I OD2so kann zur 
Bestimmung der Reinheit der Nukleinsäurelösung benutzt wurden: Der Quotient beträgt bei 
reiner DNA und 1,8 bei reiner RNA 2,0. 
9. Gelelektrophoretische Trennung von Nukleinsäuren 
9.1. Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsäuren 
Zur Auftrennung von Nukleinsäuren (>I 00 bp) wurden horizontale Agarosegele gegossen. Die 
Auftrennung erfolgte im elektdschen Feld bei 5 bis 10 V/ern. Zur Anfärbung der NS wurde 
dem noch flüssigen Gel5 J..Lg/ml Ethidiumbromid zugesetzt, das sich in die NS einlagert und sie 
so im UV -Licht bei 254 nm sichtbar macht. 
9.1.1. DNA 
Zur Elektrophorese von DNA wurden 0,8-1 ,5%ige Agarosegele in lxTBE-Laufpuffer 
gegossen. Die DNA-Proben wurde zum Auftrag mit 6 x Ladepuffer (40% Sukrose, 0,25% 
Bromphenolblau, 0,25% Xylen Cyanol) versetzt. Die präparativen Auftrennung von DNA 
erfolgte in low melting Agarosegele mit lxTAE-Laufpuffe. 
9.1.2. RNA 
Die Auftrennung von RNA etfolgte in 1 %igen Agarosegelen mit MOPS-Laufpuffer ( 40 mM 
MOPS, 10 mM NaAc, 1 mM EDTA, pH 7). Zur Auftrennung von RNA in Agarosegelen 
mußte die RNA denaturiert werden: 5 J.!l RNA (5-20 J..Lg) wurden mit 15 J.!l 
Denaturierungspuffer (2 J.!l 5x MOPS-Puffer, 3J1l Formaldehyd, 10 J.!l deionisiertes Formamid) 
versetzt und bei 56°C 15 min denaturiert. Die denaturierte RNA wurde (in einem Eis-Ethanol-
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Gemisch) schnell abgekühlt und mit 4 111 Ladepuffer (50% Glycerin, 10 mM NaH2P04, 0,4% 
Bromphenolblau) gemischt. 
9.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten 
Zur Auftrennung einzelsträngiger DNA-Fragmente, mit einer Länge von 50-500 bp aus 
Sequenzierreaktionen, primer extension-Reaktionen oder S 1-Nuklease-Protektionsanalysen 
wurden 6% denaturierende Polyacrylamidgele (30% Harnstoff) der Größe 20 x 40 cm2 und der 
Dicke von 0,4 mm gegossen. Die Auftrennung erfolgte in elektrischen Feld bei 45 V /cm, 40 
mA mit lxTBE als Laufpuffer. Die DNA wurde vor dem Auftragen 5 min bei 85°C denaturiert. 
Nach dem Lauf wurde das Gel durch Adsorption an aufgelegtes Whatman-Filterpapier von der 
Glasplatte abgezogen und bei 80°C lh unter Vakuum auf dem Filterpapier getrocknet. 
10. Nachweis von Nukleinsäurefragmenten durch Blot- und 
Hybridisierungstechniken 
10.1. Transfer von Nukleinsäuren auf 1\tlembranen (Southern-, Northern-
Biot) 
Der Transfer von Nukleinsäuren auf Nylonmembranen (Hybond N+, Amersham, Brauschweig) 
erfolgte durch Kapillarkräfte; für DNA (Southern-Blot) wurde 0,4 M NaOH, für RNA 
(Northern-Blot) 20 x SSC als Fließmittel verwendet. Nach erfolgtem Transfer wurde die 
Membran kurz in 2 x SSC gespült und bei Raumtemperatur auf Whatman-Filterpapier 
getrocknet. Die Fixierung der DNA auf der Membran erlolgte bereits während des Transfers 
mit 0,4 M NaOH. Die transferierte RNA wurde durch UV-Licht auf der Nylonmembran fixiert 
( UV-cross linking ). 
10.2. Herstellung radioaktiver DNA-Sonden 
Die radioaktive Markiemng von DNA-Sonden für die Hybridisierung (s.u.) erfolgte durch sog. 
random-priming-Reaktionen (Prime-It Kit, Stratagene). Dabei wurden kurze DNA-
Oligonukleotide (primer) zufälliger Sequenz an das zu markierende DNA-Fragment gebunden. 
Die Bindung erfolgt an komplementäre Sequenzen mit einer bestimmten Häufigkeit, die 
abhängig ist von der Anzahl der Oligonukleotide und deren Länge. Die gebundenen 
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Oligonukleotide dienen der zugegebenen Klenow-Polymerase als Startermoleküle, an das nun 
Desoxyribonukleotide ansynthetisiert wurden. Die radioaktive Markierung erfolgte durch den 
Einbau von a,.C2P]-dCTP. 
Ein Standardansatz enthielt 20-70 ng DNA (24 fll), der zusammen mit 10 111 Oligonukleotiden 
denaturiert (5 min, 95°C) wurde. Der Ansatz wurde auf Eis abgekühlt und 10 111 5x Klenow-
Puffer (mit dATP, dTTP, dGTP), 3 fll a-C2P]-dCTP und 1 111 (5 Units) Klenow-Polymerase 
zugefügt. Der Ansatz wurde 10 min bei 37°C inkubiert. Zur Abtrennung nicht eingebauter 
Nukleotide wurde nach Zusatz von 5 flg Heringsperma-DNA, 1110 Volumen 3 M NaAc (pH 
4,5) und 2 Volumen Ethanol die DNA bei -20°C ausgefällt. Die ausgefallene DNA wurde 
abzentrifugiert und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200 fll TE 
aufgenommen. 
10.3. Hybridisierung von Nukleinsäuren und Autoradiographie 
Die Vorhybridisierung und Hybridisierung erfolgte für DNA-DNA Hybridisierung in 7% SDS, 
1 M NazHP04 pH 7,2 (mit Phosphorsäure eingestellt), 0,5 M EDTA, pH 8 und für DNA-RNA 
Hybridisierung in 1 M NaCl, 1% SDS, 10% Dextransulfat in rotierenden Glaszylindern in 
einem Hybridisierungsofen. Zur Vorhybridisierung wurden die Membranen in 2 ml/cm2 
Hybridisierungslösung für mindestens lh bei 60°C äquilibriert. Dann wurden 90% der 
Hybridisierungslösung entfernt und die frisch denaturierte radioaktive Probe ( 10 min, 1 00°C) 
zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 60°C. Zur Entfernung der nicht oder 
unspezifisch gebundenen radioaktiven Probe wurde die Hybridisierungslösung entfernt und 
kurz mit 2xSSC, 0,5% SDS gespült. Danach wurde zweimal 15 min mit 2xSSC, 0,5% SDS bei 
60oC gewaschen. Der Wascherfolg, d.h. die Verstärkung des Signals gegen den Hintergrund 
unspezifisch gebundener Radioaktivität, wurde mit einem Geiger-Müller-Zählrohr verfolgt. Bei 
starkem Hintergrundsignal wurde weiter mit lxSSC, 0,5xSSC und schließlich mit O,lxSSC, 
(mit jeweils 0,5% SDS) bei 60°C gewaschen. Zuletzt wurde die Membran in 2xSSC vom SDS 
befreit und feucht in Plastikfolie eingeschweißt 
Die gebundene Menge an DNA-Sonden wurde durch die Schwärzung eines Röntgenfilmes 
oder durch eine photosensitive Phosphorplatte (s. 6.3.) autoradiografisch bestimmt. Dazu 
wurde die eingeschweißte Membran in einer lichtdichten Kammer mit einem Röntgenstrahlen-
sensitiven Film bei -80°C oder mit der Phosphorplatte bei Raumtemperatur exponiert. Die 
Schwärzung der Röntgenfilme wurde laserdensitometrisch (Ultrascan XL, LKB) bestimmt und 
durch ein Softwareprogramm (Gel Scan XL 2.0, LKB) quantifiziert. 
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11. Isolierung von DNA-Sequenzen aus einer Cosmidgenbank 
durch ,,Kolonie-Hybridisierung" 
Die verwendete Genbank enthielt in den Cosmid-Vektor pWE 15 klonierte genornisehe DNA-
Fragmente der Ratte (Stratagene, La Jolla, USA). E.coli-Bakterien, die die Cosmide enthielten, 
wurden in einer Dicht von 106 Zellen pro 400 cm2 auf einer Nylonmembran ausplattiert 
("Masterfilter"), die auf LB-Agarose (mit 50 J.Lg/ml Ampicillin zur Selektion) gelegt worden 
war. Nach 15-20 Stunden bei 37°C waren die Einzelzellen zu sichtbaren Kolonien 
ausgewachsen. Vom Masterlilter wurden zwei Abdrücke (Replikaftlter) hergestellt: Der auf 
Filterpapier ge:legle Masterfilter wurde mit einer neuen Nylonmembran bedeckt und Bakterien 
vom Masterfilter durch kräftiges Andrücken auf die neue Membran überführt. Der Vorgang 
wurde einmal wiederholt und die Replikafilter für weitere ca. 15 Stunden - oder bis die 
Kolonien etwa stecknadelkopfgroß waren - kultiviert. Der Masterfilter wurde bei 4°C 
aufbewahrt. Die Bakterien der Replikaftlter wurden lysiert und ihre DNA auf den 
Nylonmembranen fixiert, indem sie zuerst 4 min. auf einen mit 0,2 N NaOH, 1% SDS und 
dann für 4 min. auf ein mit 0,5 N NaOH getränktes Filterpapier gelegt wurden. Anschließend 
wurde die Membranen zur Neutralisation in 1 M Tris pH 7,4 überführt. Das sie bedeckende 
Bakterienlysat wurde in 2xSSC, 0,1% SDS durch leichtes Reiben mit Zellstoff entfernt. Zum 
Schluß wurden die Membranen in 2xSSC gewaschen und dann getrocknet. Zur Identifizierung 
bestimmter DNA-Fragmente wurde die Membranen wie oben beschrieben (siehe 10.3.) 
hybridisiert und die mit beiden Replikamtern erhaltenen Signale verglichen. Von identischen 
Signalen wurden die entsprechenden Kolonien des Masterfilters in 20 mM MgS04 
aufgenommen und 1:5000 verdünnt auf LB-Agarose (50 J.Lg/ml Ampicillin) ausplattiert. 
Um Einzelklone zu erhalten wurde wie folgt weiterverfahren: 
• Von den zu sichtbaren Kolonien ausgewachsenen Klonen wurden durch Auflegen einer 
Nylonmembran ein Replikafilter hergestellt. Seine Position auf der Bakterienplatte wurde 
durch Nadelstiche markiert. 
• Die Bakterien auf dem Rep1ikafilter wurde weiterkultiviert, bis Einzelkolonien zu sehen 
waren. 
• Die DNA der Bakterien wurde wie oben beschrieben auf die Membran transferiert und 
fixiert. 
• Die Membran wurde erneut mit der in der ersten Hybridisierung verwendeten radioaktiven 
Sonde hybridisiert und "positive Einzelklone" von den Bakterienplatten in 5 ml LB-
Flüssigmedium überimpft 
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Konnten in dieser ersten Verdünnungsrunde keine Einzelklone isoliert werden, so wurde der 
Vorgang mit einer stärkeren Verdünnung wiederholt. Die schließlich isolierten Einzelklone 
wurden in Southem-Analysen charakterisiert. 
12. Klonierung von DNA in E.coli 
12.1. Restriktion von DNA 
Die Restriktion von DNA wurde mit zweifachem Überschuß an Restriktionsendonukleasen für 
eine Inkubationszeit von 2 h bis über Nacht entsprechend den Bedingungen für das jeweilige 
Enzym durchgeführt. Zur Isolienmg von DNA-Fragmenten, die zur Klonierung verwendet 
wurden oder als radioaktive Sonden dienen sollten, wurden 20-50 11g Plasmid-DNA eingesetzt. 
Die fragmentierte DNA wurde durch eine präparative Gelelektrophorese (siehe 9.1.1.) der 
Größe nach getrennt. Zur Isolierung von DNA-Fragmenten zur Klonierung wurden jeweils 5-
10 11g Plasmid-DNA eingesetzt. 
12.2. DNA-Isolierung aus Agarosegelen 
DNA-Fragmente wurden durch Elektroelution aus dem Agarosegel isoliert. Dazu wurde die 
jeweilige Bande im UV -Licht aus dem Gel ausgeschnitten und in einen Dialyseschlauch 
überführt, der mit 400 111 TE (10:1) (pH 8) gefüllt wurde. Der Dialyseschlauch wird in eine 
Elektrophoresekammer mit TAE-Laufpuffer gelegt. Bei einer Spannung von 100 V wandert 
das DNA-Fragment aus dem Gel und sammelt sich an der Wand des Dialyseschlauchs. Das 
Gelstück wurde entfernt und die DNA durch kurzes Umpolen von der Wand des 
Dialyseschlauchs zurück in die TE-Lösung gebracht. Diese wurde zur Aufreinigung mit 
Phenol/CIA 1: 1 extrahiert und anschließend mit 0,1 Volumen, 3 M NaAcetat (pH 4,5) und 2 
Volumen Ethanol präzipitiert. 
12.3. Modifizierungen von fragmentierter DNA 
12.3.1. Dephosphorylierung von DNA-Enden 
Um eine Religation eines Plasmides mit zwei gleichen Enden zu verhindern, wurden die 
Phosphatgruppen an den Enden mit alkalischer Phosphatase aus dem Kälberdarm (CIP= calf 
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intestine phosphatase) entfernt. Dazu wurden 2-5 Jlg Plasmid-DNA mit 1-2 U Phosphatase, 
bei 37°C für lh inkubiert. Zur Inaktivierung der Phosphatase wurde anschließend das 
Reaktionsgemisch 10 rnin auf 75°C erhitzt und das Protein mit Phenol/CIA extrahiert. 
Anschließend wurde die DNA ausgefällt. 
12.3.2. Herstellung von DNA-Fragmenten mit stumpfen Enden (blunt ends) 
War es nicht möglich, komplementäre überhängende Enden für den Plasmidvektor und das 
DNA-Fragment herzustellen, wurden 5'-überhängende DNA-Enden, die die meisten 
Restriktionsendonukleasen produzieren, mit dem Klenow-Fragment der E.coli Polymerase I 
behandelt. Dieses besitzt eine 5'-3'-Polymerase- und eine 3'-5'-Exonukleaseaktivität, jedoch 
keine 5'-3 '-Exonukleaseaktivität. In Anwesenheit von Desoxynukleotiden synthetisiert dieses 
Polymerasefragment an die 3'-Enden der DNA und macht diese Enden damit glatt. Zur 
Herstellung von blunt end-DNA mit Klenow-Polymerase wurde direkt nach dem Verdau ein 
Gemisch der vier Desoxyribonukleotide zugegeben (1 J.!l je 1 mM dNTP auf 20 Jll) und mit 5 
U Klenow-Enzym 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei blunt end-Ligationen wurde der 
Vektor anschließend immer mit Phosphatase behandelt (s.o). Die Herstellung von blunt end-
DNA aus 3'-Überhängen war in dieser Arbeit nicht nötig. 3'-Überhänge werden durch 
Behandlung der DNA mit T4-DNA-Polymerase geglättet. Diese besitzt eine sehr starke 5'-3'-
Exonukleaseaktivität, die in Anwesenheit von Desoxynukleotiden zu einem Abbau von 3'-
Überhängen führt. 
12.4. Ligation 
Die Verbindung von Vektor und DNA-Fragment wird durch eine DNA-Ligase bewerkstelligt. 
Diese verknüpft die freien 5'-Phosphat- und 3'-0H-Gruppen komplementärer oder glatter 
DNA-Enden miteinander. Zur Ligation wurden 100 ng Fragment mit 200 ng Plasmid in einem 
Volumen von 5 J.!l vereinigt. Bei blunt end-Ligationen wurde dann 3 J.!l 50% PEG 6000 
zugegeben. Nach Zugabe von 1 fll lOxLigationspuffer (nach Herstellerangabe) und 1 U Ligase 
wurde auf 10 Jll Endvolumen aufgefüllt. Die Ligation fand über Nacht bei l5°C statt. Die DNA 
im Ligationsansatz wurde anschließend ausgefällt und in 10 j.!l Wasser aufgenommen. Die 
Hälfte davon wurde zur Transformation von E.coli Bakterien eingesetzt. 
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13. In vitro Synthese von DNA 
13.1. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mittels Taq-Polymerase 
Durch die Tag-Polymerase wird ein DNA-Stück, das zwischen zwei zum DNA-Fragment 
komplementären Oligonukleotiden als Sythesestartpunkte liegt, durch ein zyklisches Velfahren 
der Denaturierung, Hybridisierung und DNA-Synthese spezifisch vervielfältigt. 
In einem Standardansatz von 20 111 wurde zunächst 2 111 10xReaktionspuffer (Amersham), die 
btiuen Oligunukleutide (25 pM Endkuuzenl.raüon) und die DNA-Matrize (1 jlg genomische 
DNA oder 20 ng Plasmid-DNA) für 10 min bei 95°C denaturiert. Dann wurden auf Eis 4 111 
dNTP-Mix ( 1,25 mM je) und 0,5 111 Taq-Polymerase (50/jll) zugegeben. 
Die PCR-Reaktion elfolgte dann in einem PCR-Gerät (Perkin-Elmer) unter folgenden 
Reaktionsbedingungen: l.)Denatulierung: I min bei 94°C. 2.) Hybridisierung von DNA-
Matlize und Oligonukleotiden: 2 min bei 1 O-l5°C unter der berechneten Schmelztern peratur 
der DNA-Oligonukleotid-Hybriden. 3.) Synthese: 3 min bei 72°C. (Die Dauer der Synthese 
hängt von der erwarteten Fragmentlänge ab. Als Faustregel gilt, daß die Syntheserate bei ca. 
1000 bp/min liegt.). Die Anzahl der durchlaufenen Zyklen betrug 25-35. 
13.2. Synthese durch Reverse Transkription 
Die Reverse Transkriptase (RT) ist ein Enzym, das RNA als Matlize für die Synthese 
komplementärer DNA verwendet. In dieser Arbeit wurde das Enzym verwendet, um 
ausgehend von einem komplementären, radioaktiv markierten Oligonukleotid ein DNA-Strang 
zu synthetisieren, durch den der genaue Start der Transkription bestimmt werden konnte. Es 
wurden die AMV (Avian Myeloblastosis Virus)- und die M-MLV (Mouse Murine Leukemia 
Virus)-Reverse Transkriptase benutzt. 25 pmol Oligonukleotid wurden mit 20 jlg Gesamt-
RNA in 20 111 50% Formamid, 400 mM NaCl, 50 mM Pipes (pH 6,4) 5 min bei 56°C 
denaturiert und über Nacht bei 42°C hybridisiert. Die DNA wurde ausgefällt. Die Ansätze für 
die reversen Transkriptionen enthielten neben der RNA-Oligonukleotid-Hybriden: 
für die AMV- Reverse Transkriptase: je 0,5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP 
5 j1l5x AMV-RT Reaktionspuffer 
2111 (160) AMV-RT 
ad 20 111 mit H20 
Der Ansatz wurde für 2 h bei 4rc inkubiert. 
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Ftir die M-MLV Reverses Transkriptase: je 0,5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP 
50 Jlg/ml Actinomycin D 
100mM DTT 
5 ~ 5x M-MLV-RT Reaktionspuffer 
2 ~ (20 U) M-MLV-RT 
ad 20 ~ mit H20 
Der Ansatz wurde für 2 h bei 37°C inkubiert. 
14. Sl-Nuklease .. Protektionsanalyse 
Diese Methode wurde verwendet, um nach Hybridisierung eines radioaktiv markierten DNA-
Strangs mit der komplementären mRNA den genauen Start der Transkription zu bestimmen. 
30 ~g Gesamt-RNA wurden mit einer radioaktiv endmarkierten und durch PCR hergestellten 
DNA-Sonde (ca. 100 ng, 107 cpm) in 20 ~I 50% Formamid, 400 mM NaCl, 100 mM PIPES, 
pH 6,4, für 10 min bei 85°C denaturiert und über Nacht bei 65°C hybridisiert. Nach Zugabe 
von 300 ~I S1-Nuklease-Puffer (280 mM NaCI, 50 mM NaAcetat, pH 4,5, 4,5 mM ZnS04 
(Maniatis, T. et al., (1982)) wurden der Ansatz bei 40°C ftir 2 h mit 30 U S1-Nuklease 
behandelt, um die einzelsträngigen Nukleinsäuren abzubauen. Nach der Nukleasebehandlung 
wurden die Nukleinsäuren mit 2 Volumen abs. Ethanol ausgefällt, abzentrifugiert und in 5 ~1 
bidestilliertem Wasser aufgenommen. 1-2 ~1 davon wurden in einer PAGE analysiert. 
15. Sequenzierung von DNA 
Die Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977) mit dem T7-
Sequencing Kit (Pharmacia) durchgeführt. 2 ~g Plasmid-DNA wurden in 0,5 N NaOH 
alkalisch denaturiert ( 15 min), mit Ethanol ausgefällt, abzentrifugiert und in 10 ~1 bidest. 
Wasser aufgenommen. Dann wurden 2 ~1 (1 0 pmol) Oligonukleotid, als Startermolekül der 
DNA-Synthese, 2 ~1 (1 M Tris (pH 7,6), 100 mM MgCh, 160 mM DTT) zugegeben und die 
Plasmid-DNA 5 min bei 65°C denaturiert. Die Hybridisierung der Oligonukleotide mit dem 
Plasmid erfolgte bei 37°C für 10 min und bei RT für 5 min. Zu dem Hybridisierungsansatz 
wurden 3 ~I eines Desoxynukleotid-Gemisches (je 1,375 ~M dCTP, dGTP, dTTP in 333,5 
mM NaCl), 1 ~I C5S]-dATP und 2 ~1 (3,2 U) T7-DNA-Polymerase gegeben und 5 min bei RT 
inkubiert. Nach der Synthese wurde der Ansatz zur Termination an spezifischen Basen in vier 
Gefäße verteilt, je 2,5 ~1 (7xl0-12 mol) eines Didesoxynukleotids (2,8 ~M) zugegeben und ftinf 
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weitere Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 5 ~1 
Auftragspuffer für Po1yacry1amid-Ge1e1ektrophorese (siehe 9.2.) abgestoppt. Die DNA-
Fragmente in 2-3 ~1 der verschiedenen Tenninationsreaktionen wurden in einer PAGE 
aufgetrennt (siehe 9.2.) und autoradiographisch (siehe 10.3.) ausgewertet. 
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Ergebnisse 
1. Basale und induzierte Expression der MGMT und der MPG in 
Hepatomzellinien und in primären Hepatozyten der Ratte 
Um zu prüfen, ob es einen Zusammenhang zwischen der basalen Expression sowie der 
Induzierbarkeit der 0 6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) und N-Methylpurin-
DNA-Glykosylase (MPG) und der leberspezifischen Differenzierung von Rattenzellen gibt, 
wurde die Expression dieser Reparaturproteine auf mRNA- und Aktivitätsebene in 
unterschiedlich differenzierten Leberzellen der Ratte untersucht. Die dabei verwendeten 
Hepatomzellinien sind Abkömmlinge von Zellen des Reuber Hepatoms H-35 (Pitot et al., 
1964 ). Der nach dreifacher Subkultivierung aus dem Hepatom isolierte, stabile Zellstamm 
H4IIEC3 führte zur Etabliemng der Zellinie H4IIE. Diese Zellinie besitzt einen hohen Grad an 
leberspezifischer Differenzierung (Pitot et al., 1964 ). Die in unterschiedlichen Laboratorien 
entstandenen Variationen H4IIEC3/T (Hesse et al., 1984), H5, Fao (Deschatrette und Weiss, 
i974), FaoflC2-Rev7-Revertanten (Deschatrette et al., 1980) - auch H4llEC3/G genannt 
(Hesse et al., 1984) - unterscheiden sich in der Expression leberspezifischer Funktionen, von 
denen einige in Tabelle 2 aufgeführt sind. 
Tabelle 2: Expression leberspezifischer Enzyme in Ratten-Hepatomzellinien 
ADH" Albuminb TAT" AA Td Aldrin-
epoxidasee 
H4IIE 80-200 
Fao + 2,5 54 33 29 
H4IIEC3/G- + 0,04 55 90 18,1 
H4IIEC3/T 0,8 
H5 n.d. n.d. n.d. 
a) Vorhandensein (+) oder Nichtvorhandensein (-) des Alkohol-Dehydrogenase-Isoenzyms (ADH) der Leber 
nach Deschatrette et al. (1980). 
b) Menge an Ratten-Serumalbumin in !.!g/106 Zellen/24 h nach Deschatrette et al. (1980). 
c) Tyrosin-Aminotransferase (TAT)-Aktivität in mU/mg Proteinextrakt nach Pitot et al. (1964), Deschatrette 
und Weiss (1974), Deschatrette et al. (1980). 
d) Alanin-Aminotransferase (AA T)-Aktivität in mU/mg Proteinextrakt nach Deschatrette und Weiss (1974), 
Deschatrette et al. (1980). 
e) Aldrinepoxidase Aktivitäten (pmoVmin/mg Proteinextrakt) nach Hesse et al. (1984). 
n.d., nicht detektierbar 
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Sie werden aufgrund dessen als leberspezifisch differenziert (H4IIEC3/G", Fao) bzw. 
dedifferenziert (H5, H4IIEC3/T) angesehen. Zum Vergleich der aufgefühlten etablierten 
Zellinien mit nicht etablierten Ratten-Leberzellen wurden Hepatozyten durch eine zweistufige 
Leberperfusion aus der Leber männlicher Spragque-Dawley-Ratten isoliert (siehe Methodenteil 
und W alser, 1992). Die primären Hepatozyten aggregierten in unbeschichteten Plastikschalen 
zu makroskopisch sichtbaren Sphäroiden. Diese wurden in Spinner-Flaschen als Suspension in 
einem Medium kultiviert, in dem die Zellen überlebten, sich aber nicht mehr teilten und so über 
den gesamten Untersuchungszeitraum einen hohen Differenzierungsgrad aufrechterhielten 
(gemessen am Cytochrom P-450 (Cyt P-450)-Gehalt, Aktivität und Induzierbarkeit Cyt P-450-
abhängiger Monooxygenasen, der TAT, und der Glutathion-S-Transferase (Beron, 1991; 
Walser, 1992). 
1.1. Basale Expression der MGMT und MPG in Ratten~Leberzellen 
Die basale Expression der MGMT und der MPG wurde sowohl auf Ebene der mRNA als auch 
auf der Ebene der Proteinaktivität bestimmt. Zum Vergleich mit einem leberspezifischen 
Marker wurde die Menge an Tyrosin-Arninotransferase (TAT)-mRNA in den Zellen gemessen. 
Wie aus Abbildung 2 zu ersehen ist, zeigen die dedifferenzierten H5-Zellen in Northern-Blot-
Analysen keine TAT Expression. In den anderen Zellinien steigt die Menge an TAT-mRNA in 
der Reihenfolge H4IIEC3/T, H4IIE, H4IIEC3/G" und Fao an. Die Expression der TAT stimmt 
mit der anderer leberspezifischer Marker überein (siehe Tabelle 2). Die größte Menge an 
TAT-mRNA findet man in primären Hepatozyten der Sphäroidkultur. Diese zeigen außerdem 
einen stabilen Gehalt an Cytochrom P-450, der etwa 30-40% des Gehaltes der Leber entspricht 
(Walser, 1992). Da als Monolayer kultivierte Hepatozyten innerhalb von 24 Stunden bis zu 90 
% ihres Cytochrom P-450 Gehaltes verlieren (Beron, 1991 ), ist dies ein deutliches Zeichen 
dafür, daß bei den hier verwendeten primären Hepatozyten die leberspezifische Differenzierung 
während der Kultivierung als Sphäroide in hohem Maß erhalten bleibt. 
1.1.1. Basale MGMTa und MPGaAktivität 
Die basalen Enzymaktivitäten der MGMT und der MPG sowie die Quantifizierung der TAT-
mRNA-Menge in den verschiedenen Hepatomzellinien und den primären Hepatozyten sind in 
Tabelle 3 zusammengefaßt worden. Da die Zellen der verschiedenen Zellinien und die 
primären Hepatozyten stark in ihrer Größe differieren, wurden die Enzymaktivitäten nicht auf 
die Proteinmenge im Zellextrakt, sondern auf die Zellzahl bezogen. Die MGMT-
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Enzymaktivität entspricht der Menge an Methylgruppen, die von einem methylierten DNA-
Substrat auf Protein im Zellextrakt in einer Stunde transferiert werden. In Vorversuchen wurde 
gezeigt, daß diese Zeitspanne ausreichend ist, um einen vollständigen Methylgruppen-Transfer 
auf das MGMT-Protein zu erreichen. Die dedifferenzierten H5-Zellen besaßen eine sehr 
geringe aber meßbare MGMT-Aktivität von 4 fmol übertragenen Methylgruppen pro 106 
Zellen. Deutlich höhere Aktivität zeigten H4IIEC3/T- und H4IIE-Zellen mit 70 bzw. 113 
fmol/106 Zellen. Die höchste MGMT-Aktivität war in den als leberspezifisch differenziert 
geltenden Hepatomzellen H4IIEC3/G- (204 fmol/106 Zellen), Fao (159 fmol/106 Zellen) und in 
primären Hepatozyten (192 fmol/106 Zellen) zu finden. Die basale Aktivität der MGMT in den 
Hepatomzellen korrelierte mit der Expressionsstärke des leberspezifischen TAT-Enzyms 
(Tabelle 3). Die MGMT-Aktivität der Hepatozyten war im Gegensatz zur starken TAT-
Expression (3,8-mal stärker als in Fao-Zellen) nicht deutlich höher als in den leberspezifisch 
differenzierten Fao-Zellen. Es sei erwähnt, daß die MGMT-Aktivität in primären Hepatozyten, 
die aus verschiedenen Tieren isoliert worden sind, starken Schwankungen unterlag und 
maximal Werte bis zu 400 fmol/106 Zellen gemessen worden sind. 
Tabelle 3: MGMT- und MPG-Aktivitäten der Ratten-Hepatomzellinien und primärer Hepatozyten, 
unbehandelt und nach Behandlung mit MNNG und Röntgenstrahlen, 
Die Zellen wurden mit MNNG (15 j.tM) und Röntgenstrahlen (X-ray) (2 Gy) behandelt, 48 h später geerntet 
und Proteinextrakt hergestellt. Die MGMT- und MPG-Aktivitäten wurde wie im Metbodenteil beschrieben 
bestimmt. Die Basalaktivitäten entsprechen den Aktivitäten in unbehandelten Zellen und stellen, wie die 
Aktivitäten nach den jeweiligen Behandlungen, den Mittelwert aus mindestens drei unabhängigen 
Bestimmungen dar. Für die Basalaktivitäten sind die Standardabweichung der Bestimmungen angegeben. Die 
Induktion der Aktivität nach den Behandlungen wurde relativ zu der unbehandelter Zellen berechnet und als 
Induktionsfaktor (I.F.) angegeben. Zum Vergleich der Aktivitäten mit einer leberspezifischen Funktion wurde 
die relative Menge der TAT-mRNA in den Zellen angegeben. 
MGMT (fmoU106Zellen) MPG (fmol[3MeA+ 7MeG]/106Zellenlb) 
Zellinie Basalaktivität MNNG X-ray Basalaktivität MNNG X-ray TAT" 
H5 4±2 0,4 0,1 4 1,0 65± 3 60 0,9 90 1,3 n.d. 
H4IIE 113 ± 23 196 1,7 176 1,6 74± 14 251 3,4 224 3,0 0,116 
H4IIEC3/T 70±6 117 1,6 124 1,8 68± 22 74 1,6 100 1,3 0,05 
H4IIEC3/G- 204±47 183 0,9 199 1,0 178 ± 39 279 1,6 236 1,3 0,229 
Fao 159± 6 210 1,3 225 1,4 169 ± 52 228 1,3 111 0,7 0,364 
Hepatozyten 192± 164 1015 5,3 518 2,7 782± 324 1252 1,6 1427 1,8 1,379 
a) Die Angabe der TAT -Expression erfolgt nach den Bestimmungen der mRNA Mengen der TAT in 
Abbildung 2. n.d., nicht detektierbar. 
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Die MPG-Aktivität entspricht der Menge aus einem methylierten DNA-Substrat freigesetzter 
N-Methylpurine (3-MeA und 7-MeG (siehe Methodenteil)). Die MPG-Aktivität ist in den 
untersuchten Zelltypen ebenfalls unterschiedlich exprimiert. Es wurde keine Korrelation mit der 
TAT-Expression oder der MGMT-Aktivität beobachtet. So ist in den dedifferenzierten H5-
Zellen und den H4IIEC3/T-Zellen die MPG-Aktivität etwa ebenso groß, wie in den 
differenzierten H4IIE-Zellen (65 und 68 gegenüber 74 fmol freigesetztes [3MeA+ 7MeG] pro 
106 Zellen). Die Aktivität in den leberspezifisch differenzierten Zellinien reicht von 74 fmol in 
H4IIE-Zellen bis zu 178 und 169 fmol [3MeA+ 7MeG] pro 106 Zellen in H4IIEC3/G-- und 
Fao-Zellen. Eine hohe durchschnittliche Aktivität von 782 fmol pro 106 Zellen ist in den 
Hepatozyten zu beobachten. Auch die MPG-Aktivität in den Hepatozyten, isoliert aus 
verschiedenen Tieren, schwankt erheblich (zwischen 200 und 1000 fmol pro 106 Zellen), ohne 
daß jedoch eine Korrelation zur MGMT-i\ktivität festgestellt werden konnte. 
1.1.2. Basale MGMT- und MPG-mRNA Expression 
Um die mRNA-Mengen der MGMT und MPG mit der Expression der TAT-mRNA in den 
Hepatomzellinien und den primären Hepatozyten vergleichen zu können, wurde ihre RNA 
isoliert, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembranen transferiert. Anschließend 
wurde mit e2P]-markierten cDNA-Sonden der MGMT, der MPG, der TAT und der GAPDH 
hybtidisiert. Die Hybridisierung mit der GAPDH-Sonde diente zur Quantifizierung der 
eingesetzten RNA-Menge. Wie in Abbildung 2A gezeigt, steigt die Stärke des Signals, das 
durch Hybridisierung mit der MGMT-Sonde erhalten wurde, in Relation zum GAPDH-Signal 
in der Reihenfolge H4IIEC3/T, H4IIE, H4IIEC3/G, Fao, primäre Hepatozyten an. H5-Zellen 
zeigten kein Hybridisierungssignal. Erst durch wesentlich verlängerte Expositionszeiten 
konnten auch in der RNA von H5-Zellen geringe Mengen an MGMT-mRNA nachgewiesen 
werden (nicht gezeigt). Dies wie auch das Vorhandensein von MGMT-Aktivität zeigte, daß 
H5-Zellen phänotypisch Mex+ sind, also das MGMT-Gen exptimieren. Die MGMT~mRNA­
Mengen spiegelten im wesentlichen die gemessenen Enzymaktivitäten wider. Eine Ausnahme 
stellen die primären Hepatozyten dar. Die Menge der MGMT-mRNA war - im Gegensatz zu 
den durchschnittlichen Enzymaktivitäten - in den ptimären Hepatozyten fast dreimal höher als 
in den Hepatomzellen (Abbildung 2B). Die MGMT-Aktivität in den Hepatozyten, aus denen 
die Gesamt-RNA präpariert wurde, lag allerdings deutlich über der durchschnittlichen Aktivität 
von 192 fmol/106Zellen und betrug 377 fmol/1 06 Zellen (Durchschnittswert aus vier 
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Abbildung 2: mRNA-Mengen der MGMT, 
der MPG und der TAT in Hepatomzellinien 
und primären Hepatozyten der Ratte. 
A: Autoradiogramm der Nortbem-
Hybridisierung von je 10 Jlg Gesamt-RNA 
mit e2P]-dCTP markierten cDNA Sonden. 
Die RNA wurde in einem I %igen 
Agarosegel aufgetrennt, auf eine 
Nylonmembran transferiert und mit UV-
Licht fixiert. Die RNA wurde nacheinander 
mit den radioaktiven Sonden hybridisiert. 
Zur Quantifizierung der eingesetzten RNA-
Mengen wurde mit der GAPDH-Sonde 
hybridisiert. 
B: MGMT- und MPG-mRNA-Mengen in 
Abhängigkeit von der leberspezifischen 
TAT -Expression. 
Die Schwärzung der Röntgenfilme wurden 
durch laserdensitometrische Vennessung 
quantifiziert. Die Signalstärken, die mit der 
MGMT-, der TAT- und der MPG-Sonde 
erhalten wurden, wurden relativ zu der 
Signalstärke, die mit der GAPDH-Sonde 
erhalten wurde, bestimmt. Die relativen 
mRNA-Mengen der MGMT und der MPG 
wurden gegen die der Tyrosin-
Arninotransferase (TAT) aufgetragen. 
Die Höhe der mRNA-Expression der MPG zeigte einige Abweichungen zur Höhe der 
Enzymaktivität in den untersuchten Zellen. So war insbesondere die MPG-mRNA-Menge der 
Hepatozyten vergleichbar hoch wie die in den Hepatomzellinien, die Enzymaktivität war 
jedoch etwa 5-mal höher. Fao-Zellen enthielten etwa 2,5-mal mehr MPG-mRNA als 
H4IIEC3/G-Zellen, wogegen die Enzymaktivität in beiden Zellinien nahezu identisch waren 
(Tabelle 3). Auf der anderen Seite wiesen H5- und H4IIEC3/G--Zellen etwa gleichviel MPG-
mRNA auf, obwohl die Enzymaktivität in den H4IIEC3/G-Zellen fast dreimal höher war als in 
H5-Zellen (Tabelle 3). 
Die Signale auf den Röntgenfilmen, die in dem Autoradiogramm in Abbildung 2A zu sehen 
sind, wurden laserdensitometrisch vermessen und dadurch quantifiziert. Die Abbildung 28 
zeigt die mRNA-Mengen des MGMT- und des MPG-Gens in den verschiedenen 
Hepatomzellinien und den primären Hepatozyten im Vergleich zu deren relativer TAT-mRNA 
Menge, die als Indikator für den leberspezifischen Differenzierungsgrad der Zellen bestimmt 
wurde. In den Versuchen wurde die Signalstärke, die in der Hybridisierung mit den cDNA-
Sonden erhalten wurden, in Relation zum GAPDH-Signal gesetzt, das als intemer Standard für 
die eingesetzte RNA-Mengen gilt. Es zeigte sich, daß die mRNA-Menge der MGMT mit 
derjenigen der TAT in den Zellen anstieg (Abbildung 28). Eine solche Korrelation war für die 
MPG, deren mRNA-Menge unabhängig von der der TAT schwankte, nicht zu beobachten. 
1.2. Expression der MGMT und der MPG nach Einwirkung DNA 
schädigender Agenzien 
Um den Effekt von DNA-schädigenden Behandlungen auf die Expression der MGMT und 
MPG in den unterschiedlich differenzierten Zellinien und den primären Hepatozyten zu 
untersuchen, wurden sie mit Röntgenstrahlen und mit dem methylierenden Agens MNNG 
behandelt. Die verwendeten Mutagendosen von 2 Gy Röntgenstrahlen und 15 ~M MNNG 
führen bekanntermaßen zur Induktion der MGMT- und MPG-Expression in H4IIE Ratten-
Hepatomzellen (Laval, 1990; Fritz et al., 1991; Fritz und Kaina, 1992; Hartenstein, 1992; 
Mitra und Kaina, 1993). Ionisierende Strahlen verursachen DNA-Strangbrüche wie auch 
Basenschäden in der DNA; durch MNNG wird die DNA insbesondere an den N- und 0-
Positionen der Purin-Basen methyliert. Nach den Behandlungen wurde die RNA und der 
Gesamtzellextrakt von behandelten und unbehandelten Zellen präpariert und die mRNA-
Mengen und Proteinaktivitäten der MGMT und MPG darin bestimmt. 
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1.2.1. Induzierbarkeit der MGMT 
Wie in Abbildung 3 gezeigt, reagierten die Zellen mit unterschiedlich starker Akkumulation 
der MGMT-mRNA (im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen) auf die 
Mutagenbehandlungen. Die Zellinien H4IIE, H4IIEC3/T und H4IIEC3/G und die primären 
Hepatozyten zeigten eine relativ starke Zunahme der MGMT-mRNA-Menge. Diese betrug für 
H4IIE-Zellen nach Exposition mit Röntgenstrahlen und nach MNNG-Behandlung das 5,7-
bzw. 2,3-fache und in H4IIEC3/T-Zellen das 3,7- bzw. 6,5-fache der MGMT-mRNA-Menge 
in unbehandelten Kontrollzellen. In H4IIEC3/G-Zellen zeigte sich nach MNNG-Behandlung 
eine 4, I-fache, nach Röntgenbestrahlung jedoch nur eine 1 ,5-fache Induktion. Auch Fao-Ze11en 
zeigten nur eine 1,5- bzw. 1,6-fache Zunahme der mRNA-Menge nach MNNG- und 
Röntgenstrahlen-Exposition. Keine Zunahme der mRNA-Menge nach diesen Behandlungen 
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Abbildung 3: Akkumulation der MGMT-mRNA in Ratten Hepatomzellinien und primären Hepatozyten nach 
Behandlung mit MNNG oder Röntgenstrahlen. 
Gesamt-RNA wurde 24 h nach Zugabe von MNNG zum Medium (Endkonzentration 15 J.!M), oder nach 
Exposition mit Röntgenstrahlen (X-ray) (2 Gy) isoliert, auf einer Nylonmembran fixiert und mit einer radioaktiv 
markierten cDNA-Sonde der Ratten-MGMT hybridisiert. Die Rehybridisierung mit GAPDH dient zur 
Quantifizierung der eingesetzten RNA-Menge. Die Signalstärken, die mit der MGMT-Sonde erhalten wurde, 
wurden relativ zur der von GAPDH bestimmt (MGMT/GAPDH). Die angegebenen Induktionsfaktoren (IF) geben 
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Abbildung 4: Vergleich der Induktion der MGMT- und MPG-Enzymaktivitäten nach Behandlung mit MNNG 
(15 J.!M) und Röntgenstrahlen (X-ray) (2 Gy). 
Die Induktionsfaktoren sind der Tabelle 3 entnommen und beziehen sich auf die Aktivität in unbehandelten 
Kontrollzellen des jeweiligen Versuchs. 
Die Zuname der mRNA-Mengen verlief parallel mit der Zunahme der MGMT-Aktivität. Die 
Aktivitäten der einzelnen Zellinien nach Mutagenexposition sowie die Induktionsstärken 
(relativ zur unbehandelten Kontrolle) sind in Tabelle 3 aufgeführt und in Abbildung 4 
graphisch dargestellt. Die stärkste Zunahme der Aktivität fand sich bei den frisch isolierten 
Hepatozyten (5-fach nach MNNG- und 2,7-fach nach Röntgenstrahlen-Behandlung). Eine 
reproduzierbare Zunahme zwischen dem 1,6- und 1,8-fachen der Aktivität in Kontrollzellen 
wurde auch in H4IIE- und H4IIEC3/T-Zellen beobachtet. Keine deutliche Induktion der 
MGMT-Aktivität war bei Fao-, H4IIEC3/G-- und H5-Zellen zu verzeichnen. Die 
Aktivitätszunahme der MGMT in den Zellen ist meist geringer als die der mRNA-Menge. In 
H5-Zellen ist nach MNNG-Gabe sogar ein Rückgang der MGMT-Aktivität zu registrieren. Die 
Induktionsstärke der MGMT mRNA-Expression zeigte keine Korrelation zur leberspezifischen 
TAT-Expression der Hepatomzellinien und der primären Hepatozyten (Abbildung 5). Ebenso 
war für die Induktion der MGMT-Aktivität und der TAT-Expression eine solche Korrelation 










4 0 ';j 
~ .g 











Abbildung 5: Vergleich der Induktion der MGMT-
mRNA-Menge mit der TAT-mRNA-Expression in 
den verschiedenen Hepatom-Zellinien und primären 
Hepatozyten der Ratte. 
Die Schwärzung der Röntgenfilme, die im 
Autoradiogramm der Abbildung 2 gezeigt sind, 
wurden durch laserdensitometrische Vermessung 
quantifiziert. Zur Korrektur der unterschiedlichen 
RNA-Mengen wurden die Signalstärken der 
MGMT und derTAT relativ zu der Signalstärke der 
GAPDH berechnet. Der so erhaltene 
Induktionsfaktor für die mRNA-Menge der MGMT 
nach MNNG- und Röntgenstrahlen (X-ray)-
Behandlung der Zellen wurde gegen die relative 
mRNA-Menge der Tyrosin-Aminotransferase 
(TAT) aufgetragen. 
1.2.2. lnduzierbarkeit der N~MethylpurinmDNAmGiykosylase 
Nach der Behandlung der verschiedenen Ratten-Leberzellen mit Röntgenstrahlen und MNNG 
waren keine wesentlichen Unterschiede der MPG-mRNA-Mengen zwischen 
mutagenbehandelten und unbehandelten Zellen zu beobachten (Abbildung 6). Lediglich in 
H4IIEC3/T-Zellen zeigte sich nach MNNG-Behandlung eine leichte 1 ,5-facher 
Mengenzunahme. Im Gegensatz zu der mRNA-Menge war die MPG-Aktivität in H4IIE-Zellen 
nach denselben Behandlungen deutlich angestiegen (3- bis 3,4-fach, siehe Tabelle 3 und 
Abbildung 4). Die Zellen der Zellinien H4IIEC3/T und H4IIEC3/G wie auch die ptimären 
Hepatozyten zeigten ebenfalls einen wenn auch nur schwachen Anstieg der Enzymaktivität 
nach MNNG-Behandlung (1,6- bis 1,8-fache Aktivität der Kontrolle). H5- und Fao-Zellen 
zeigten keine deutliche Veränderung der MPG-Aktivität im Vergleich mit unbehandelten 
Zellen (0,7- bis 1,3-fache Aktivität der Kontrolle). Die Induktionsfaktoren der MPG-Aktivität 
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Abbildung 6: Akkumulation der MPG-mRNA in Ratten Hepatomzellinien und Hepatozyten nach Behandlung 
mit MNNG oder Röntgenstrahlen (X-ray). 
Gesamt-RNA wurde 24 b nach Zugabe von 15 J.tM MNNG zum Medium oder nach Bestrahlung mit 2 Gy 
Röntgenstrahlen (X-ray) isoliert und in Northem Analysen mit einer radioaktiv markierten Ratten-MPG cDNA 
Sonde hybridisiert. Die Rehybridisierung mit GAPDH diente der Quantifizierung der eingesetzten RNA-
Menge. Die MPG-mRNA-Menge wurde relativ zur eingesetzten RNA-Menge bestimmt (MPG/GAPDH). Die 
angegebenen Induktionsfaktoren (IF) beschreiben die mRNA-Mengen in Relation zur jeweils unbehandelten 
Kontrolle (C). 
1.3. Expression der MGMT und MPG nach Behandlung von primären 
Ratten-Hepatozyten mit dem Thmorpromotor Phenobarbital 
Phenobarbital ist ein starker Tumorpromotor in der Rattenleber (Pereino et al., 1971 und 1975; 
Preat et al., 1987; Jirtle und Meyer, 1991). Die Verbindung induziert außerdem in der 
Rattenleber und in Ratten-Hepatomzellen leberspezifische Gene, wie z.B. Cytochrom P-450 
abhängige Monooxygenasen (Corcos und Weiss, 1988). Ob Phenobarbital auch einen 
induzierenden Effekt auf die Expression der MGMT oder MPG in frisch isolierten Ratten-
Hepatozyten hat, wurde anhand der Zunahme der mRNA-Mengen 24 h nach der Zugabe dieser 
Substanz zur Zellkultur bestimmt. Es zeigte sich, daß Phenobarbital zu einer Akkumulation der 
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MGMT-mRNA führt, die vergleichbar ist mit der nach Behandlung mit MNNG. Die 
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Abbildung 7: Akkumulation der mRNA-Mengen der MGMT und MPG in Ratten-Hepatozyten nach 
Behandlung mit MNNG und Phenobarbital (Pb). 
Die frisch isolierten Ratten-Hepatozyten wurden nach ihrer Aggregation (siehe Methodenteil) mit 20 ~M 
MNNG bzw. mit 1,5 mM Phenobarbital behandelt (siehe Methodenteil). Nach 24 Stunden wurde die RNA 
präpariert, auf eine Nylonmembran fixiert und mit den radioaktiv markierten cDNA-Sonden der MGMT, MPG 
und GAPDH hybridisiert. Die Hybridisierung mit GAPDH diente der Bestimmung der eingesetzten RNA-
Menge. Die Signalstärke mit der MGMT- und der MPG-Sonde wurde relativ zur eingesetzten RNA-Menge 
bestimmt. Die angegebenen Induktionsfaktoren (IF) beschreiben die relativen mRNA-Mengen bezogen auf die 
unbehandelte Kontrolle (C). 
1.4. Sensitivität der Ratten-Hepatomzellen gegenüber der toxische Wirkung 
von Alkylantien 
Die monofunktionellen alkylierenden Agenzien MNNG und MMS reagieren in 
unterschiedlicher Weise mit der DNA (siehe auch Tabelle 1). MMS reagiert in einem SN2-
Mechanismus vorwiegend mit Stickstoffatomen der DNA (81 %-83% der Alkylierungen in 
vitro finden am N7-Guanin, 10,4%-11,4% am N3-Adenin und 1,9%-3,8% am NI-Adenin statt 
(Beranek, 1990)). Der Anteil an Methylierung von Sauerstoffatomen ist gering (0,8% der 
Gesamtalkylierung entfallen auf Phosphatriester und 0,3% auf 0 6-Guanin). MNNG reagiert in 
einem SNl-Mechanismus mit den Stickstoff- und Sauerstoffatomen der DNA. Auch MNNG 
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liefert hauptsächlich Methylierungen an Stickstoffatomen (67% der Gesamtmethylierung in 
vitro an N7-Guanin, 12% an N3-Adenin, 2% an N3-Cytosin und 1% an NI-Adenin (Beranek, 
1990)). Daneben findet jedoch auch eine relativ starke Methylierung an der 0 6-Position des 
Guanins statt (7% aller Methylierungen). Die Hauptprodukt der Methylierung sowohl durch 
MNNG wie auch durch MMS sind N-Methylpurine. Diese stellen durch die Bildung von AP-
Stellen in der DNA sowohl prämutagene als auch prätoxische Läsionen dar (Randall et al., 
1987; zur Übersicht siehe Kaina, 1993). Die Bedeutung von 0 6-Methylguanin als ebenfalls 
prätoxische DNA-Läsion wurde vielfach nachgewiesen (zur Übersicht siehe Yarosh, 1985; 
Pegg, 1990; Pegg und Byers, 1992). N-Methylpurine werden durch Exzisionsreparatur, deren 
erster Schritt die Entfernung der methylierten Basen durch die MPG ist, aus der DNA entfernt. 
0 6-Methylguanin wird durch die MGMT repariert. 
Um den Einfluß der unterschiedlich starken Expression der beiden Reparaturproteine auf das 
Überleben von Zellen der verschiedenen Ratten-Hepatomzellinien nach Behandlung mit 
MNNG und MMS zu bestimmen, wurden Dosis-Effekt-Versuche durchgeführt. Zum Vergleich 
der Sensitivität der Ratten-Hepatomzellen gegenüber MNNG und MMS, die alle MGMT-
Aktivität besitzen (Mex+-Phänotyp), mit Zellen einer MGMT defizienten Zellinie (Mex--
Phänotyp), wurden CH0-9-Hamsterzellen (Mex-) in den Dosis-Effekt-Experimenten parallel 
untersucht. CH0-9-Zellen besitzen eine in der Höhe mit den Hepatomzellen vergleichbare 
MPG-Aktivität (Hartenstein, 1992; lbeanu et al., 1992). 
In Abbildung 8 ist die Fähigkeit von Einzelzellen, nach Behandlung mit steigenden 
Konzentrationen von MNNG und MMS zu Kolonien auszuwachsen, relativ zu einer 
unbehandelten Kontrolle aufgetragen. Es wird deutlich, daß die Zellen der Mex--
Hamsterzellinie CH0-9 am sensitivsten gegenüber MNNG reagiert. Unter den Mex+-Ratten-
Hepatomzellen reagierten Zellen der H5-Zellinie, die die geringste MGMT-Aktivität 
aufwiesen, am sensitivsten gegenüber diesem methylierenden Agens. Sie waren jedoch deutlich 
resistenter als Zellen der CH0-9-Zellinie. Die anderen Hepatomzellen zeigten gegenüber 
MNNG nurgeringe voneinander abweichende Sensitivitäten (in Abbildung 8 repräsentativ mit 
zwei Kurven dargestellt). Der Effekt von MMS auf die Fähigkeit der Zellen,der untersuchten 
Zellinien Kolonien zu bilden, war bei allen untersuchten Zellinien, mit Ausnahme der Fao-
Zellinie, gleich. Fao-Zellen zeigten im Vergleich mit den Zellen anderen Zellinien eine leicht 


































Abbildung 8: Überlebensraten von Zellen der Ratten-Hepatomzellinien und der MGMT-defizienten 
Harnsterzellinie CH0-9 nach Behandlung mit steigenden MNNG- und MMS-Konzentrationen 
Eine definierte Anzahl von Zellen wurde mit den angegebenen Dosen MNNG und MMS für lh behandelt. 
Nach 7-10 Tagen wurden die entstandenen Kolonien fixiert und angefarbt. Die Überlebensraten entsprechen 
der Anzahl der zu Kolonien ausgewachsenen Einzelzellen relativ zu einer unbehandelten Kontrolle. Die 
Kurvenwerte stellen Mittelwerte aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten dar. 
Zur Quantifizierung der Sensitivität der verschiedenen Zellinien gegenüber der toxischen 
Wirkung von MNNG und MMS wurden aus dem durch lineare Regression bestimmten linearen 
Bereich der Überlebenskurven die D0 -Dosen (Dosen, die das Überleben der Zellen auf 37% 
reduzieren) bestimmt (Tabelle 4). Bezogen auf diese 0 0 -Werte zeigen die untersuchten Zellinie 
folgende Sensitivitäten gegenüber MNNG und MMS: Mit Ausnahme der H5-Zellen weisen die 
Hepatomzellen eine relativ hohe Resistenz gegenüber MNNG auf. H5-Zellen sind um den 
Tabelle 4: D0 -Werte für MNNG und MMS der Ratten-Hepatomzellinien und der MGMT defizienten (Mex-) 
Harnsterzellinie CH0-9. 
Die D0 -Dosen entspreche den Dosen der metbylierenden Agenzien, bei denen nur noch 37% der Zellen 
überleben. Sie wurden aus dem linearen Bereich der in Abbildung 8 gezeigten Überlebenskurven errechnet, 
der durch lineare Regression bestimmt wurde. 
Do-Dosen 
Behandlungen Zellinien 
CH0-9 H5 H4IIEC3/T H4IIE H4IIEC3/G- Fao 
MNNG 0,99 7,19 19,67 18,28 21,74 24,54 
MMS 0,64 0,77 0,71 0,64 0,71 0,83 
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Faktor 2,5 bis 3 sensitiver gegenüber MNNG als die anderen Hepatomzellen. Deren Do-Werte 
schwanken maximal um den Faktor 1 ,3. Die CH0-9-Zellen, die keine meßbare MGMT-
Aktivität besitzen, reagieren siebenmal sensitiver als H5-Zellen und etwa 20-mal sensitiver als 
die anderen Hepatomzellen. Die Sensitivität gegenüber MMS ist bei allen Zellinien sehr 
ähnlich. Die in der Überlebenskurve resistenter erscheinenden Fao-Zellen zeigen nur einen 
minimal (1,1- bis 1,3-fach) erhöhten D0 -Wert im Vergleich mit den anderen Hepatomzellen 
oder den CH0-9-Hamsterzellen (Tabelle 4). Weder CH0-9- noch H5-Zellen, die beide eine 
deutlich geringere MGMT-Aktivität als die Zellen anderer Zellinien besitzen, zeigen eine 
erhöhte Sensitivität gegenüber MMS. 
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2. Untersuchungen zur Induzierbarkeit von Genen der DNA-
Exzisionsreparatur und des MGMT aGens in H4IIE Ratten-
Hepatomzellen 
Die Reparatur von DNA-Methylierungsschäden in Säugerzellen erlolgt auf zwei 
unterschiedliche Arten: Die Methylgruppen an der 0 6 -Position des Guanins werden durch die 
0 6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) in einer einstufigen Reversionsreparatur 
beseitigt. Die Entfernung von N-Methylpurinen- besonders N3- und N7-substituierter- erfolgt 
durch die Zusammenarbeit der N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (MPG) mit den anderen 
Enzymen (AP-Endonuklease, Polymerase ß, Ligase) der Exzisionsreparatur von geschädigten 
Basen (Barnes et al., 1993). Ob die an der Reparatur von Methylierungsschäden der DNA 
beteiligten Enzyme koreguliert werden, ist nicht bekannt. Um eine erste Antwort auf die Frage 
einer möglichen Koregulation der genannten Reparaturenzyme zu bekommen, wurde die 
Expression ihrer Gene nach Behandlung mit Mutagenen (MNNG und Röntgenstrahlen) sowie 
nach Hormonbehandlung (Dexamethason) in H4IIE-Ratten-Hepatomzellen untersucht. Dazu 
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach den Behandlungen die RNA der Zellen isoliert und 
die mRNA-Mengen der Reparaturgene bestimmt. 
2.1. Expression von DNA-Reparaturgenen in H4IIE-Zellen nach 
Behandlung mit Mutagenen 
2.1.1. Abhängigkeit der MGMT- und MPG-mRNA-Expression von der Mutagendosis 
Die zur Induktion der MGMT und MPG gewählten Dosen in den vorgehend dargestellten 
Experimenten waren auf der Grundlage bereits publizierter Daten gewählt worden. Es handelt 
sich um Dosen, die nur geringe toxische Wirkungen aufweisen (Überlebensraten nicht unter 10 
% reduziert). Da unklar war, ob sich die Induktionen dosisabhängig steigern ließen, wurde in 
H4IIE-Zellen die MGMT-mRNA-Expression sowie die der MPG nach verschieden hohen 
MNNG-Konzentrationen und Röntgendosen bestimmt (Abbildung 8). Es zeigte sich, daß die 
MGMT-mRNA in Abhängigkeit von der Röntgenstrahlen-Dosis induziert wird (bei 2 Gy eine 
4,3-fache Induktion) und bei 8 Gy ein Maximum einer 8,6-fachen Induktion der mRNA-Menge 
(im Vergleich zu unbehandelten Zellen) erreichte. Nach Behandlung mit dem methylierenden 
Agens MNNG in einer Endkonzentration von 20 ~-tM, wurde eine 2,5-fache Induktion der 
MGMT mRNA-Menge beobachtet, die sich allerdings durch Erhöhung der Konzentration noch 
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Abbildung 9: Dosisabhängigkeit der MGMT- und MPG-Expression in der Ratten-Hepatomzellinie H4IIE. 
Gesamt-RNA wurde 24 h nach Zugabe von MNNG zum Medium oder nach Bestrahlung mit Röntgenstrahlen 
(X-ray) aus den Zellen isoliert, auf eine Nylonmembran fixiert und mit einer radioaktiv markierten MGMT, 
MPG und GAPDH cDNA-Sonde hybridisiert. Die Rehybridisierung mit GAPDH dient zur Quantifizierung der 
eingesetzten RNA-Menge. Die Signalstärke mit der MGMT- und MPG-Sonde wurde relativ zur eingesetzten 
RNA-Menge bestimmt. Die angegebenen Induktionsfaktoren sind ein Maß für die relativen mRNA-Mengen 
bezogen auf die unbehandelte Kontrolle. 
deutlich steigern ließ und erst bei einer Endkonzentration von 60 ~-tM ein Plateau erreichte 
(lnduktionsfaktor 4,3). 
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Die mRNA-Menge der MPG zeigte keine Veränderungen nach MNNG-Behandlung mit 
steigenden Konzentrationen. Nach Einwirkung von Röntgenstrahlen wurde eine leichte 
dosisabhängige Zunahme der mRNA-Menge beobachtet (Abbildung 9). In separaten 
Versuchen mit höheren Strahlungsdosen wurde der hier gezeigte 2,3-fache Anstieg des 
Basalwertes unbehandelter Zellen durch eine Dosis von 10 Gy nur leicht erhöht (2,5-fache 
Induktion bei 18 Gy, nicht gezeigte Daten). 
2.1.2. Expression von Reparaturgenen nach Einwirkung von Röntgenstrahlen 
Mit Hilfe homologer und heterologer cDNA-Sonden der MPG, AP-Endonuklease, Polymerase 
ß und der Ligase I (siehe Materilateil) wurde die Expression der entprechenden Gene in H4IIE 
Ratten-Hepatomzellen nach Röntgenbestrahlung mit einer Dosis von 2 Gy untersucht. Diese 
Dosis wurde trotz der oben beschriebenen steigenden Induktionsraten nach höheren Dosen 
gewählt, da Dosen über 2 Gy relativ toxisch sind. Daher wurden für die Induktionsversuche die 
niedrigste Dosis gewählt, bei der eine deutliche Induktion der MGMT sichtbar war. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung wurde die RNA aus den Zellen isoliert, 
aufgereinigt und im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die auf eine Nylonmembran 
transferierte und fixierte RNA wurde anschließend mit den o.g. cDNA-Sonden hybridisiert. 
Zur Quantiftzierung der RNA-Mengen wurde mit einer GAPDH-Sonde hybridisiert. Die 
Hybtidisierungssignale wurden durch laserdensitomettische Vermessung der 
Autoradiographien quantifiziert und die Signalstärken relativ zum GAPDH-Signal berechnet. 
Im folgenden werden Änderungen der mRNA-Mengen um mehr als das 1,5-fache der Menge 
unbehandelter Zellen als "signifikant" angesehen. Abweichungen die darunter liegen, sind im 
Schwankungsbereich der Untersuchungsmethode und daher nicht signifikant. Nach 
Röntgenbestrahlung mit 2 Gy zeigte sich die folgende Expression der mRNA der betrachteten 
Gene (Abbildung 10): 
• MGMT 
• MPG, Li gase 
Die mRNA-Menge der MGMT stieg 6 h nach der Behandlung an. Nach 
24 herreichte sie das 4,3-fache des Ausgangswertes und ftel in den Tagen 
danach ab, wobei nach 73 h immer noch eine leicht erhöhte mRNA-
Menge zu beobachten war. 
Die mRNA-Mengen der MPG und Ligase zeigten keine signifikanten 
Änderungen nach Röntgenbestrahlung. 
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Abbildung 10: mRNA-Expression verschiedener in der DNA-Reparatur 
involvierter Gene in H4IIE Ratten-Hepatomzellen nach 
Röntgenbestrahlung. 
H4IIE-Zellen wurden mit einer Dosis von 2 Gy bestrahlt, zu den 
angegebenen Zeitpunkten danach geerntet. und die Gesamt-RNA 
präpariert. Nach Auftrennen in einem 1 %igen Agarosegel wurde die 
RNA auf eine Nylonmembran transferiert und anschließend mit UV-
Licht fixiert. Die immobilisierte RNA wurde nacheinander mit den 
verschiedenen radioaktiv markierten cDNA-Sonden hybridisiert und die 
erhaltenen Signale durch laserdensitometrische Vermessung der 
Autoradiographien quantifiziert. Die GAPDH-Hybridisierung diente zur 
Quantifizierung der RNA-Mengen auf dem Filter. Auf der linken Seite 
sind die erhaltenen Signale dargestellt, rechts die quantitative 
Auswertung der Signale. Die mRNA-Expression wurde relativ zum 
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• APE Die Menge an APE-mRNA zeigte zu den Zeiten 0,5 h-, 1 h-, 3 h-, und 15 h 
nach der Behandlung signifikant erhöhte mRNA-Mengen, wobei nach 0,5 h 
und nach 15 h die Maximalmenge der APE-mRNA vom 1,9-fachen 
unbehandelter Zellen erreicht wurde. Nach dem 24 h-Wert sank die mRNA-
Menge auf 30% der Kontrolle ab. 
• Polymerase ß Die mRNA-Menge der Polymerase ß zeigte nur am 0,5 h-Wert eine nur 
gering erhöhte mRNA-Menge (1,7-fache Menge der unbehandelten 
Kontrolle). 
2.1.3. Expression von Reparaturgenen nach Behandlung mit MNNG 
Um den Einfluß des methylierenden Mutagens MNNG auf die mRNA-Expression von 
Reparaturgenen zu untersuchen, wurden die Zellen für eine Stunde mit 50 ~M MNNG 
behandelt. Dann wurde zu denselben Zeitpunkten wie nach der Röntgenbestrahlung die RNA 
der Zellen isoliert. Die auf Nylonmembran fixierte RNA wurde schließlich mit den cDNA-
Sonden der Reparaturgene hybridisiert. Die Behandlung der H4IIE-Ratten-Hepatomzellen mit 
MNNG hatte folgenden Einfluß auf die mRNA-Mengen der untersuchten Gene (Abbildung 
11): 
• MGMT Die mRNA-Menge der MGMT stieg 16 h nach der Behandlung an, 
und erreichte nach 72 h das 4-fache des Ausgangswertes. 
• MPG, APE, Ligase Die mRNA-Mengen der MPG, der APE und der Ligase zeigten keine 
signifikanten Veränderungen. 
"' Polymerase ß Bis 16 h nach der Behandlung ftel die mRNA-Menge stetig ab. Dann 
stiegt sie bis auf das 2-fache des Ausgangswerts (nach 72 h) an. 
Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß nur bei der MGMT eine relativ hohe (etwa 4-fache) 
Induktion der mRNA-Expression zu beobachten war. Die mRNA-Expression der an der 
Exzisionsreparatur beteiligten Reparaturenzyme zeigte dagenen nur geringe oder keine 
(signifikanten (s.o.)) Veränderungen. Die APE-mRNA-Menge war zu den Zeitpunkten 0,5, 1, 
3 und 15 h nach der Bestrahlung und die der Polymerase ß 72 h nach MNNG-Behandlung 
schwach (1,7- bis 2-fach) induziert. 
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Stunden nach der Behandlung 







Abbildung 11: tnRNA-Expression verschiedener in der DNA-Reparatur 
involvierter Gene in H4IIE Ratten-Hepatomzellen nach Behandlung mit 
MNNG. 
H4IIE-Zellen wurden mit 50 J.tM MNNG für eine Stunde behandelt. Die 
Northem-Analyse erfolgte in gleicher Weise wie nach der Behandlung 
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2.2. DNA-Reparaturgene sind in der Ratten-Hepatomzellinie H4IIE durch 
Dexamethason induzierbar 
Es lagen bisher keine vergleichenden Untersuchungen zur Wirkung von Honnonen auf die 
Expression von DNA-Reparaturgenen vor. Die Behandlung von H4IIE-Ratten-Hepatomzellen 
mit dem künstlichen Glucocorticoid-Hormon Dexamethason (Riad-Fahmy et al., 1979) wurde 
als Beispiel für einen möglichen physiologischem Induktor der Expression von Reparaturgenen 
gewählt. 
Wie bei der Untersuchung der Geninduktion nach Einwirkung DNA-schädigender Agenzien, 
wurden die mRNA-Mengen der MGMT, der MPG, der Polymerase ß und der AP-
Endonuklease in H4IIE Ratten-Hepatomzellen nach Dexamethason-Behandlungen bestimmt. 
Als Kontrolle für die Wirkung des künstlichen Honnons wurde die Induzierbarkeit des 
Tyrosin-Aminotransferase-Gens gewählt. Von diesem Enzym ist bekannt, daß es in der Leber 
und in H4IIE-Hepatomzellen der Ratte durch Glucocorticoide induziert wird. (Kenny, 1961; 
Pitot et al., 1964 ). Die Induktion beruht auf der transkriptioneilen Aktivierung des Gens 
(Jantzen et al., 1987). Wiederum wurde zu verschiedenen Zeiten nach der Behandlung die 
R_NA aus den Zellen isoliert. Nach elektrophoretischer Trennung und Transfer auf eine 
Nylonmembran, wurde die fixierte RNA mit den verschiedenen DNA-Sonden hybridisiert. Die 
Signale wurden durch laserdensitometrische Vermessung der Autoradiographien quantifiziert. 
Zur Korrektur unterschiedlicher RNA-Mengen wurde mit GAPDH rehybridisiert und die 
Signalstärken relativ zum GAPDH-Signal berechnet. 
Die mRNA-Menge der untersuchten Gene zeigten nach Behandlung mit Dexamethason 
folgende Veränderungen (Abbildung 12): 
• MGMT Die mRNA-Menge stieg bereits 3 h nach der Hormongabe an und erreichte nach 
16 h das 5,2-fache des Ausgangswertes. Danach fiet sie ab und erreichte 48 h 
nach der Behandlung wieder das 2-fache des Ausgangswertes. 
• MPG Die mRNA-Menge der MPG sank nach 16 hunterden Kontrollwert ab und 
erreichte 24 h nach der Bonnongabe ihren Tiefstwert, das 0,2-fache des 
Ausgangswertes (5-fache Reduktion). Nach weiteren 24 h war die mRNA-Menge 
wieder leicht gestiegen, hatte die Ausgangsmenge aber noch nicht wieder erreicht. 
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Abbildung 12: mRNA-Expression von DNA-Reparaturgenen und 
dem Tyrosin-Aminotransferase-Gen in H4IIE Ratten-
Hepatomzellen nach Behandlung mit Dexamethason (Dex). 
Exponentiell wachsende H4IIE-Zellen wurden mit Dexamethason 
(10"7 M) behandelt. Die Northern-Analyse erfolgten wie nach der 
Behandlung mit Röntgenstrahlen (siehe Abbildung 10). 
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• APE Die APE-mRNA-Menge zeigte in den ersten 6 h nach der Gabe von 
Dexamethason keine Veränderung. 10 h später aber war die mRNA-
Menge auf das 2,6-fache angestiegen. Danach sank die mRNA-Menge 
wieder auf den Ausgangswert ab. 
• Polymerase ß Die mRNA-Mengen nach Dexamethason-Behandlung zeigte nach 16 h 
• TAT 
einen 1,8-fachen Anstieg. Danach sank die mRNA-Menge wieder auf das 
Ausgangsni veau. 
Bereits nach 3 h stieg die mRNA-Menge an und eneichte nach 16 h das 
6,7-fache des Ausgangswertes. Dann sank die Menge der mRNA wieder ab 
und eneichte 48 h nach der Hormongabe wieder das 3-fache des 
Ausgangswertes. 
Die Induktion der TAT zeigte die Wirksamkeit des Hormons als Induktor der Transkription in 
H4IIE-Zellen. Alle Reparaturgene wiesen signifikante Veränderungen ihrer mRNA-Expression 
durch die Behandlung mit Dexamethason auf. Die Unterschiede zur mRNA-Menge in 
unbehandelten Zellen waren nach 16 bzw. 24 h am größten. Mit Ausnahme der MPG 
induzierte Dexamethason bei allen Reparaturenzymen eine Akkumulation der kodierenden 
mRNA. Die stärkste Zunahme der mRNA-Expression war bei der MGMT zu beobachten, 
gefolgt von der AP-Endonuklease. Die Polymerase ß-mRNA-Menge war nur nach 16 h relativ 
schwach (aber signifikant) angestiegen. Die MPG-mRNA-Menge nahm nach Dexamethason-
Behandlung signifikant ab (5-fache Reduktion nach 24 h, 1 ,6-fache Reduktion nach 16 und 48 
h im Vergleich zu unbehandelten Zellen). 
Die beobachteten relativ schwachen Änderungen (mit Ausnahme der MGMT der Ratte) der 
mRNA-Expression machen Aussagen zur lnduzierbarkeit von in der Reparatur von DNA-
Alkylierungsschäden involvierten Genen schwierig. Die Verwendung isolierter Promotoren 
zusammen mit bakteriellen Reportergenen kann hier zu klareren Aussagen über die 
transkriptioneilen Regulation der Gene führen. 
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3. Analyse der Induzierbarkeit des menschlichen MGMT-
Promotors 
Der Promotor des menschlichen MGMT -Gens war bereits 1991 isoliert und charakterisiert 
worden (Harris et al., 1991). Obwohl er mehrere potentielle Bindestellen für 
Transkriptionstaktoren besitzt (AP-1, AP-2, GRE, Hitzeschock-Element; siehe Abbildung 
13), die eine Induzierbarkeit seiner Aktivität vermuten lassen, konnte diese in menschliche 
Zellen bisher nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden (Pegg, 1990). Die menschliche 
Cervixkarzinom-Zellinie HeLa S3, sowie die menschliche Hepatomzellinie HepG2 
beispielsweise exprimieren das MGMT-Gen, zeigen aber keine Induktion der Transkription 
nach MNNG-Behandlung (Fritz et al., 1991; Fritz, 1992). Es existiert bislang nur ein Hinweis, 
demzufolge auch in einer menschlichen Zellinie - der LICH-Hepatomzellinie - eine Induktion 
der MGMT-Aktivität durch Mutagene etfolgen kann (Laval, 1990). Induktion der MGMT-
mRNA in menschlichen Zellen ist bislang nicht gezeigt worden. Dies steht im Gegensatz zur 
Induktion der MGMT auf transkriptioneHer Ebene in Ratten-Hepatomzellen (Fritz et al., 1991; 
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Abbildung 13 A: Diagramm des 2,6 kb langen menschlichen MGMT-Promotorfragmentes, das im zur 
Transfektion verwendet Plasmid pOOO vor das bakteriellen Reportergen Ch1oramphenicoi-
Acetyltransferase kloniert wurde. Der ausgefüllte Bereich stellt den Teil dar, dessen Sequenz bekannt 
ist. 
B: Der sequenzierte Teil des menschlichen MGMT-Promotors (-954 bis +202 relativ zum 
Transkriptionsstart). Die Bindestellen für Transkriptionsfaktoren sind gekennzeichnet (Verändert nach 
Harris et al., 1991). 
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tatsächlich nicht induzierbar ist, oder ob die verwendeten menschlichen Zellen und 
Behandlungen für eine solche Induktion nicht geeignet waren. 
Es wurden folgende Versuchsansätze gewählt, um die Induzierbarkeit der Aktivität des 
menschlichen MGMT-Promotors zu untersuchen: 
1. Der menschliche MGMT-Promotor wurde als Reportergenkonstrukt (Promotor-CAT-
Konstrukt) in H4IIE-Rattenzellen transfiziert. Da H4IIE-Zellen offenbar Faktoren 
exprirnieren, die für die induzierbare Expression des MGMT-Gens der Ratte verantwortlich 
sind, wurde die Aktivität des menschlichen MGMT-Promotors in diesen Zellen nach 
Behandlungen untersucht, die die Expression des endogene Rattengens induzieren (Laval, 
1990; Fritz et al., 1991; Fritz und Kaina, 1992). 
2. Der menschliche MG MT-Promotor besitzt potentielle Bindestellen für 
Transkriptionstaktoren (AP-1, AP-2, GRE), die eine Aktivierung des Promotors auch durch 
nicht DNA-schädigende Induktoren der Transkription möglich erscheinen lassen. Wie in der 
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist das MGMT-Gen in H4IIE-Zellen auch durch 
Dexamethason induzierbar. Es wurde daher in einem zweiten experimentellen Ansatz 
untersucht, ob solche "physiologischen Induktoren" der Transkription einen Einfluß auf die 
Aktivität des menschlichen MGMT-Promotors nach Transfektion in Zellen der 
menschlichen Cervixkarzinom-Zellinie HeLa S3, wie auch der Ratten-Hepatomzellinie 
H4IIE ausüben können. 
Zur Untersuchung der Aktivität des isolierten menschlichen MGMT-Promotors war ein 2,6 kb 
langes Promotorfragment (Abbildung 13A) vor das bakterielle Reportergen der 
Chloramphenicol-Acetyltransferase in den Vektor pCAT basickloniert worden (Harris et al., 
1991). Das entstandene Konstrukt hatte die Bezeichnung pOOO erhalten (Abbildung 14). 
Sstl 2250 Sstl 4850 
6964 
Ampr MGMT-Promotorfragment SV40 polyA 
Abbildung 14: Karte des Plasmids pOOO (6,964 kb). 
Das 2,6 kb lange menschliche MGMT-Promotorfragment wurde vor das bakterielle Chloramphenicol-
Acetyltransferase-Gen (CAT) in den Vektor pCAT basic kloniert. Das Plasmid pCAT basic enthält den 
Ampicillin-Resistenzmarker, das CAT -Gen und das SV 40 Polyadenylierungssignal (nach Ramana, 
persönliche Mitteilung). Das Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. Mitra zur Verfügung gestellt. 
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Die Expression des bakterielle Reportergens Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) durch 
eukaryontische Promotoren läßt sich direkt durch die Messung der Enzymaktivität des 
Genproduktes bestimmen, da es in Säugerzellen keine entsprechende Enzymaktivität gibt 
(Gorman et al., 1982). Das CAT-Enzym überträgt Acetylgruppen von Acetyl-CoA auf 
Chloram phenicol. 
3.1. Aktivität des menschlichen MGMT-Promotors in der Ratten-
Hepatomzellinie H4IIE nach Einwirkung DNA-schädigender Agenzien 
3.1.1. Der menschliche MGMT-Promotor ist in H4HE-Rattenzellen aktiv 
Zur Bestimmung der Aktivität des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE-Hepatomzellen 
der Ratte wurde das Plasmid pOOO, in dem das bakterielle Chloramphenicol-Acetyltransferase 
Reportergen unter der Kontrolle des menschlichen 2,6 kb langen Ssti-Promotorfragments steht 
(Abbildung 14), durch Kalziumphosphat-Kopräzipitation in die Rattenzellen transfiziert. Zur 
Quantifizierung der Transfektionseffizienz in den Einzelversuchen wurde ein RSV -ß-Gal 
Konstrukt, in dem das bakterielle ß-Galactosidase-Gen unter der Kontrolle des viralen RSV 
pSV2-CA T (5 J..lg) 9,8% 
pCA T basic ( 10 J..lg) 0% 
pOOO (1 0 J..lg) 34,6% 
Abbildung 15: Aktivität des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE Ratten-Hepatomzellen. 
Das Reportergenkonstrukt pOOO wurde durch Kalziumphosphat-Kopräzipitation in H4IIE-Zellen transfiziert 
(siehe Methodenteil). Als Kontrollen wurden das Reportergenkonstrukt pSV2-CAT und der promotorlose Vektor 
pCAT basic ebenfalls in H4IIE-Zellen transfiziert. 48 Stunden später wurde Gesamtzellextrakt der Zellen 
präpariert. Zur Bestimmung der Promotoraktivität wurde die CAT-Aktivität in den Zellextrakten bestimmt. Dazu 
wurde [14C]-markiertes Chloramphenicol durch das CAT-Enzym mit Acetyl-CoA umgesetzt und die entstandenen 
Produkte dünnschichtchromatographisch getrennt (Fließmittel: 90% Chloroform, 10% Methanol). Die 
prozentuale Menge an acetyliertem Chloramphenicol wurde autoradiographisch bestimmt und mit der parallel 
bestimmten ß-Galactosidase-Aktivität für die Transfektionseffizienz korrigiert. Die eingesetzten Mengen an 
Plasmid und die Umsatzmengen in Prozent der eingesetzten Menge an Chloramphenicol sind angegeben. 
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(Rous-Sarkoma- Virus)-Promotors steht, kotransfiziert (siehe Methoden teil). Zur Korrektur der 
unterschiedlichen Transfektionseffizienzen wurde die CAT-Aktivität in den Zellextrakten 
relativ zur parallel bestimmten ß-Galactosidase-Aktivität berechnet. Als Positivkontrolle für die 
Aktivitätsbestimmung eines eukaryontischen Promotors in den H4IIE-Zellen wurde das 
Reportergenkonstrukt pSV2-CAT transfiziert und die Promotoraktivität des darin vor das 
CAT-Gen klonierten frühen SV40-Promotors bestimmt. Wie in Abbildung 15 gezeigt, wurde 
das CAT-Reportergen durch den menschlichen MGMT-Promotor in den H4IIE Rattenzellen 
exprimiert, und zwar mit einer Stärke, die das 1,4- bis I ,7 -fache des viralen SV 40-Promotors 
betrug. 
3.1.2. Der menschliche MGMT-Prornotor wird in H4HE-Rattenzellen aktiviert 
Die Transkription des MGMT-Gens der Ratte wird in H4IIE-Zellen durch DNA-schädigende 
Behandlungen induziert. Dazu gehören unter anderem Behandlungen mit den methylierenden 
Agenzien MNNG und MMS sowie Exposition mit ionisierenden Strahlen und UV-Licht (siehe 
vorliegende Arbeit; Fritz et al., 1991; Chan et al., 1992). Da der menschliche Promotor in 
H4IIE-Ratten-Hepatomzellen aktiv war, konnte nun die Induzierbarkeit der Promotoraktivität 
nach den oben genannten DNA-schädigenden Behandlungen in diesen Zellen untersucht 
werden. Um die fehlende Induktion des menschlichen MGMT-Gens in HeLa-Zellen nach 
Mutagenbehandlung (Fritz et al., 1991) am isolierten Promotor zu prüfen, wurde dessen 
Aktivität unter denselben Behandlungsbedingungen, mit denen die Induktion in H4IIE-Zellen 
der Ratte untersucht wurde, auch in HeLa-Zellen bestimmt. 
H4IIE- oder HeLa-Zellen (106 pro 10 cm Platte) wurden mit 10 J..Lg pOOO und 1 J..Lg pRSV-ß-
Gal durch Kalziumphosphat-Kopräzipitation über Nacht transfiziert. Acht Stunden nach dem 
bei den H4IIE-Rattenzellen anschließend durchgeführten DMSO-Schock, wurden die Zellen 
mit UV-Licht (254 nm) oder mit y-Strahlen bestrahlt bzw. mit MNNG oder MMS behandelt 
(siehe Methodenteil). Die Verwendung der energiereichen, ionisierenden y-Strahlen erlaubte, 
bei gleichzeitig verkürzter Aufenthaltsdauer der Zellen außerhalb des Zellkultur-Inkubators, die 
Exposition mit einer relativ hohen Strahlendosis (20 Gy). Diese Dosis führte, wie in 
Abbildung 9 für Röntgenstrahlen gezeigt, zu einer gesteigerten Induktion der endogenen 
MGMT-mRNA-Expression in H4IIE-Zellen. Zur Messung der Aktivität des menschlichen 
MGMT-Promotors wurde die Aktivität der Chloramphenicol-Acetyltransferase und der ß-
Galactosidase im Gesamtzellextrakt bestimmt. Die Expression des CAT-Gens wurde relativ zu 
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der des ß-Galactosidase-Gens angegeben und dies wiederum in Bezug zur unbehandelten 
Kontrolle gesetzt (Induktionsfaktor). 
In Abbildung 16 ist die Induktion der Promotoraktivität in H4IIE- und HeLa S3-Zellen nach 
den unterschiedlichen Behandlungen der Zellen relativ zur Aktivität in unbehandelten 
Kontrollzellen dargestellt: Die Behandlungen mit MNNG und mit MMS führten zu einer 
dosisabhängigen Induktion der Promotoraktivität in der Ratten-Hepatomzellinie H4IIE, die 
allerdings - wie die hohen Standardabweichungen zeigen - starke Schwankungen aufwies. Es 
wurde eine bis zu 5-fache Induktion mit 60 1-LM MNNG, und maximal 7,8-fache Induktion mit 
2 mM MMS erreicht. Eine deutliche Induktion der CAT-Aktivität war . auch nach y-
Bestrahlung mit 20 Gy (2,9-fach) festzustellen, während nach Bestrahlung der Zellen mit UV-
Licht (1 0 J/m2) keine deutlichen Induktion (I ,5-fach) beobachtet werden konnte. 
Die Transfektionsexperimente in HeLa S3-Zellen bestätigten, daß die MGMT -Expression in 
diesen Zellen nach Mutagenbehandlung nicht induziert wird: Weder durch MNNG- und MMS-
Behandlung, noch durch y-Bestrahlung fand eine Induktion der MGMT-Promotoraktivität 
statt. Auch die Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht (10 J/m2) führte in den HeLa S3-Zellen, 
wie in H4IIE-Zellen, lediglich zu einem geringen, 1,5-fachen Anstieg der Aktivität des 
isolierten Promotors (Abbildung 16B). 
3.2. Die Promotoraktivität des humanen MGMT-Gens ist durch TPA, 
Forskolin und Dexamethason induzierbar 
Der menschliche MGMT-Promotor besitzt - wie bereits erwähnt - Bindestellen für die 
Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und den Glucocorticoid-Rezeptor (GR). Die AP-1- und 
AP-2- und Glucocorticoid-abhängige Transkription von Genen ist durch Phorbolester, 
Forskolin und Dexamethason modulierbar (Steinberg et al., 1975; Crook et al., 1978; Hynes et 
al., 1983; Karin et al., 1984; Angel et al., 1987; Imagawa et al., 1987; Doppler et al., 1989). 
Diese Stoffe sind keine Mutagene, sondern führen zu Veränderungen in zellulären 
Reaktionsabläufen, die letztlich die Transkription bestimmter Gene steuern. Der Phorbolester 
12-0-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TP A) aktiviert den Proteinkinase C abhängigen 
Signaltransduktionsweg, der zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und AP-2 
und der durch sie regulierten Gene führt (Angelet al., 1987; Imagawa et al., 1987; Lee et al., 
1987). Forskolin erhöht den intrazellulären cAMP-Oehalt durch Aktivierung der 
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Adenylatcyclase (Seamon und Daly, 1986). Dies führt unter Beteiligung der Proteinkinase A 
zur Induktion der AP-2-abhängigen Transkription (Imagawa et al., 1987). Der menschliche 
MGMT-Promotor verfügt über je zwei potentielle AP-1- und AP-2-Bindestellen. Außerdem 
besitzt er zwei potentielle Glucocorticoid-Rezeptor-Bindestellen (Abbildung 138), die eine 
Regulation der Promotoraktivität durch das künstliche Glucocorticoidhormon Dexamethason 
vermuten lassen. Das Vorhandensein potentieller Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren 
AP-1, AP-2 und den GR warfen die Frage auf, ob der MGMT-Promotor durch die erwähnten 
"physiologischen Induktoren" der Transkription induzierbar ist. Zur Beantwortung dieser 
Frage wurden menschliche HeLa S3- und H4IIE-Ratten-Zellen mit dem Promotorkonstrukt 
pOOO transfiziert und anschließend mit Dexamethason, TP A und Forskolin behandelt. Die 
Agenzien wurden für zwei Tage auf den Zellen belassen. Danach wurden die Zellen geerntet 
und die CAT-Aktivität im Zellextrakt bestimmt. Unterschiede in der MGMT-Promotoraktivität 
durch schwankende Transfektionseffizienzen in den Einzelversuchen wurden, wie 
vorhergehend bescluieben, durch Kotransfektion des RSV -ß-Gal-Konstruktes und 
Bestimmung der ß-Galactosidase-Aktivität im Zellextrakt korrigiert (siehe Methodenteil). 
In Abbildung 16 ist die Induktion der CAT-Aktivität in HeLa S3- und H4IIE-Zellen nach den 
unterschiedlichen Behandlungen relativ zur Aktivität in unbehandelten Kontrollzellen 
dargestellt. Eine reproduzierbare 2-fache Induktion wurde nach den Behandlungen mit 
Dexamethason, Forskolin und TP A in den menschlichen HeLa 53-Zellen beobachtet. 
Dexamethason führte auch in H4IIE-Zellen zu einer Induktion (4-fach) der Promotoraktivität 
Dagegen konnte in den Ratten-Hepatomzellen nach Forskolin- und TPA-Behandlung keine 
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Abbildung 16: Induktion des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE-Ratten-Hepatomzellen (A) und in 
menschlichen HeLa S3-Cervixkarzinomzellen (ß). 
10 flg des Plasmids pOOO wurden zusammen mit 1 f.!g pRSV-ß Gal durch Kalziumphosphat-Kopräzipitation 
transfiziert. Acht Stunden später wurden die Zellen mit den angeführten Agenzien behandelt (siehe 
Methodenteil). Die Endkonzentrationen an MNNG und MMS sind angegeben; für Dexamethason (Dex) betrug 
sie 10-7 M, für TPA 100 ng/ml und für Forskolin (Fors) 10 f.!M. Die Strahlendosen betrugen 20 Gy y-Strahlen 
und 10 J/m2 UV-Strahlen. 48 h nach Applikation der Agenzien wurden die Zellen geerntet und die CAT- und 
ß-Galactosidase-Aktivität im Gesamtzellextrakt bestimmt. Die CAT-Aktivität wurde anband der ß-
Galactosidase-Aktivität für verschiedene Transfektionseffizienzen korrigiert. Die Induktionsfaktoren beziehen 
sich jeweils auf die unbehandelte Kontrolle und stellen den Mittelwert aus mindestens 3 unabhängigen 
Experimenten dar. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an. 
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4. Isolierung und Charakterisierung des MPG-Promotors der 
Ratte 
4.1. Isolierung eines genorniseben Fragments des MPG-Gens aus einer 
Cosmid-Genbank der Ratte 
Wie die vorhergehend dargestellten Ergebnisse deutlich machen, ist die Klärung der Frage, ob 
die MPG auf transkriptioneUer Ebene induziert wird durch Untersuchung der mRNA~ 
Expression schwierig, weil nur geringe Induktionseffekt beobachtet wurden (siehe auch Laval, 
1991; Hartenstein, 1992; Mitra und Kaina, 1993 ). Um eine mögliche transkriptioneile 
Regulation genauer untersuchen zu können, sollte der MPG-Promotors der Ratte isoliert 
werden. In einer bakterielle (E.coli) Cosmid-Genbank der Ratte wurde mit der Methode der 
Koloniehybridisierung nach genomischen MPG-Sequenzen gesucht (siehe Methodenteil). Als 
Sonde wurde die radioaktiv markierte cDNA des MPG-Gens der Ratte verwendet 
(freundlicherweise von F. Laval zur Verfügung gestellt). Ein Cosmid ist ein vom 
Bakteriophagen 'A abstammender Klonierungs-Vektor, bei dem alle viralen Teile außer den 
cos-Sequenzen, die für die Verpackung der DNA in den Viruspartikel nötig sind, durch fremde 
DNA ersetzt wurden. Es enthält 30- 40 kb fremde DNA. Da das Genom der Ratte eine Größe 
von 2-3x109 bp (Alberts et al., 1987) hat, enthalten 5x104 bis 105 E.coli-Klone der Genbank 
das gesamte Genom der Ratte. 
Es wurden, ausgehend von 106 E. coli-Zellen, nach Koloniehybridisierung 60 positive, mit der 
MPG-cDNA hybridisierende Klone erhalten. Nach zwei weiteren Hybridisierungsrunden (siehe 
Methodenteil) wurden 20 unabhängige Einzelklone isoliert. Die erste Charaktelisierung der 
Cosmide erfolgte mit verschiedenen Restriktionsenzymen und anschließender Agarose-Gel-
Elektrophorese. Es zeigte sich, daß alle Cosmide dasselbe Muster an verschieden langen 
Fragmenten aufwiesen. Die anschließende Hyblidisierung der auf Nylonmembranen 
transferierten DNA-Fragmenten mit der MPG-Sonde bestätigte, daß alle Cosmide identische 
Insertionen eines genomischen MPG-Fragments enthielten. 
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4.2. Kartierung eines Cosmids mit genorniseben MPG-Sequenzen 
Zur physikalischen Kartierung des Cosmid-Bereichs, der mit der MPG-Sonde hybridisierte, 
wurden mit einem der isolierten Cosmide, pMPGCII/14, weitere Southem-Blot-Analysen 
durchgeführt. Dazu wurde zunächst die cDNA-Sonde, die für die Koloniehybridisierung 
verwendet worden war, mit dem Restriktionsenzym Xhol in ein 250 bp langes 5'- und ein 750 
bp langes 3 '- Fragment gespalten. Mit den radioaktiv markierten Fragmenten wurde dann die 
Cosmid-DNA, die mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten worden war, 
hybridisiert. 
Zunächst wurde das Cosmid mit dem Restriktionsenzym Xhol behandelt. Da dieses Enzym 
einmal innerhalb der cDNA schneidet, sollte auch das Gen in mindestens zwei Teile gespalten 
werden. Von den entstehenden Fragmenten sollte dann nur eines oder- falls in Introobereichen 
des Gens geschnitten wird - einige wenige mit der 5'- MPG-Probe hybridisieren können. Da 
das Enzym Xhol aufgmnd seiner Erkennungssequenz genornisehe DNA nur selten schneidet, 
war mit großen Restriktionsfragmenten zu rechnen, die eine erste Eingrenzung des MPG-Gens 
auf dem Cosmid zulassen würden. Auf diese Weise wurde ein ca. 15 kb langes Xhoi-
Restriktionsfragment erhaiten, das mit dem 5'- MPG-cDNA-Fragment hybridisierte, nicht 
jedoch mit dem 3 '- Fragment. Außerdem wurde ein ca. 7,5 kb langes Fragment erhalten, das 
mit dem 3'-Fragment, nicht aber mit dem 5'-Fragment hybridisierte. Die weiteren Fragmente 
der Xhoi-Restriktion waren etwa 9 kb und 4,6 kb groß, hybridisierten mit keiner der beiden 
MPG-Sonden und stellen entweder Vektor- oder Intronfragmente dar. Nach Restriktion des 
Cosmids mit dem Enzym Notl, das ebenfalls eine im Säugergenom nur selten vorkommende 
Erkennungssequenz besitzt und deshalb große Restriktionsfragmente liefert, wurden vier 
Fragmente erhalten. Nur eines, ein ca. 9 kb großes Fragment, hybridisierte mit beiden MPG 
cDNA-Sonden. Dieses Fragment enthält folglich den gesamten kodierenden Bereich des MPG-
Gens. Die anderen Fragmente hatten eine Länge von etwa 14 kb, 8 kb und 4,5 kb. Zur 
weiteren Charakterisierung wurden Restriktionsanalysen mit dem Enzym Hindill und mit 
Kombinationen je zwei der genannten Enzyme (Hindiii/Xhol, Hindiii/Notl, Xhoi/Notl) 
durchgeführt. Dadurch wurden die oben beschriebenen mit der 5'-MPG-Sonde 
hybridisierenden großen Restriktionsfragmente genauer kartiert. Die erhaltenen 
Restriktionsmuster und Hybridisierungssignale sind in Abbildung 17A in einem Diagramm 
zusammengefaßt. 
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A X N H NXH X 
H ATG 
Intron 
B (I) (844) 
H PPE E p N 
ATG-
-+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ 
+- +- +- +- +- +- +-
H= Hindill N = Notl E = EcoRI 
P = Pstl X= Xhol -+ Ollgonucleotide fOr die Sequenzierung 
Hindill Psti 
AAGCTTAGGT CCCAGAGAAG TAAGAATTAA GAGATACTGG GCAACGGTTA CCCAGCTCAG CTCCCTGCAG 
81 GC'C'CTCCAAG CTAGTTCTGC TTAGGTGGTcJ AGCCTCTTCG CAAGCAGTTC CAAGCATCAG GGGTCCAGGG 
Psti EcoRI 
161 GGCTCCACTG CAGAGGCAGA ATTCCCTTCC CTCCCACCTA TCAGCTGTGA TCACCCAGGG TAGGGTTCTC 
EcoTII 
241 AGGCATCCGC TTCCGGTCAG TTCCACCATC CAGCGATAAA GCTGGAGAAG GAGAATTCCA GGATCAAAAC 
321 GGGTTGGGGA TTTAGCTCAG TGGTAGAGCG CTTGCCTAGG AAGCGCAAGG CCCTGGGTTC GGTCCCCAGC 
4 01 AAAGAACCAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA CCACAAAAAA CACAAAAAAA ACCAAAAAAA AAAAAAAAAA 
481 GATTCCC'TCA TGCTTGTTCT CTACAACACC' CAJl.CGCACCC TCTGTGGCCC ACCCTATCTC AAGGCAGGGC 
561 CJGCJACCCTCG AAAAGTCAGT CCAGGTTCAG AGAGTATTGC TTGATGGCAG TCGGGCCATT GGGACAGAAC 
641 GAACCTGCGT TCCAATCCTA GTGCiTCAAAG TAAAGGTTTC TACACTCGCC CCGCCCTGTC CCTCCCTCTA 
Psti 
721 TCC'GCCTCTT CTGCAGATTT GCCCCACCCC CGCGCTGTAC GCCTTCTGCG CAGACTCAGG CTTCAGTCCC 
Not I 
801 GCGCTTCCGG TGGCCTGGGC TGTGCTGGCG GCGGCTAGAT GCGCGGCCGC' GGTGGTACTG cnccccTccc 
881 CTAAAACCGG TGTCCGTGGT GCTCCCCGAC ACCGAGCACC CTGCATTTCC TGGACGAACC CGCCGCCCAG 
%1 AGC'AGGATCC CAAGTGACCG GATCTCGTGA GGTCGGCCAG ATGCCAGCGC CGGTGACA 1118 



















Der Bereich von der rechten Noti bis zur rechten Xhol Erkennungssequenz enthält die gesamte kodierende 
Sequenz des MPG-Gens. Das zur Sequenzierung in den Vektor pBluescript subklonierte Hindiii!Xhoi-
Fragment mit der 5'-flankierenden Sequenz und dem 5'-Bereich des MPG-Gens ist vergrößert dargestellt. Das 
erste Intron (siehe Text) und das Startkodon der Proteinbiosynthese sind angegeben. 
B: Sequenzierungsstrategie und Sequenz der 5' vom ersten Intron gelegenen Region. Zur besseren Übersicht 
der schematischen Darstellungen und der Sequenz sind die Erkennungsstellen der Restriktionsendonukleasen 
und das Startkodon hervorgehoben. 
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4.3. Sequenzierung des potentiellen Promotorbereichs des MPG-Gens der 
Ratte 
Die Kartierung des Cosmids ergab, daß auch DNA-Fragmente erhalten worden waren, die den 
5'-nichtk:odierenden Bereich des MPG-Gens umfassen und folglich Bereiche der potentiellen 
PromotoiTegion enthielten. Dieser Bereich wurde sequenziert. 
Wie sich aus dem Vergleich mit der publizierten cDNA (O'Conner und Laval, 1990) ergab, 
enthält ein 2,1 kb langes Fragment, welches durch Verdau mit den Restriktionsenzymen 
Hindiii und Xhoi erhalten worden war, einen cDNA Anteil von 250 bp und einen 1,85 kb 
langen Bereich nichtkodierender DNA. Zur Bestimmung der Sequenz dieses 5'-
nichtk:odierenden DNA-Bereichs, wurde das Hindiii/Xhoi-Restriktionsfragment in den Vektor 
pBluescript® KS+ subkloniert Die Sequenzanalyse ergab, daß das MPG-Gen in diesem Bereich 
ein Intron von ca. 1 kb Länge (Abbildung 17 A) enthält, das den potentiellen Promotorbereich, 
der mit diesem Restriktionsfragment isoliert worden war, auf 850 bp reduziert. Die 
Sequenzierung beider DNA-Stränge vor dem Intron erfolgte nach dem Sequenzierungsschema 
in Abbildung 17B und ergab die in derselben Abbildung dargestellte Sequenz. Es stellten sich 
einige Differenzen zur publizierten cDNA-Sequenz heraus (0TorLI1er und Laval, 1990), die die 
ersten acht Basenpaare der cDNA-Sequenz und einen Basentausch bei Position 35 der cDNA-
Sequenz betreffen. Ein Vergleich der von mir bestimmten mit der publizierten Sequenz ist in 
Abbildung 18 gezeigt. 
1 •••••••••••••••••••••••••• ctctaaagaaccggtgtccgtggt 24 
I I I 11111 I 111111 II II 
851 ggtggtactgcgcgcctgggcagaggatccctaaaaccggtgtccgtggt 9oo 
25 gctccccgacgccgagcaccctgcatttcctggacgaacccgccgcccag 73 
11111 I I I II I III I I 11111 I I II II I I II II I 11111 II I I II II II 
901 gctccccgacaccgagcaccctgcatttcctggacgaacccgccgccqag %o 
74 ggaatgccagagcaggatcccaagtgaccggatctcgtgaggtcggccag 123 
11111111 111111111 1111111111111111 11111 III III II II II 
951 ggaatgccagagcaggatcccaagtgaccggatctcgtgaggtcggccag 1ooo 
124 atgccagcgccg 
11111111 I I II 
1001 atgccagcgccg 
ctttcacgaaagatcgggcaaaaaaagcagcaact 171 
gtgaca ............................. 1o18 
Abbildung 18: Sequenzvergleich der publizierten cDNA Sequenz (O'Conner und Lava!, 1990) im Bereich 1-
171 und der Sequenz des Cosmids pMPGCII/14 (Abbildung 17) im Bereich 851-1018. 
Identische Basen sind durch Striche verbunden. Das Ende des ersten Exons ist abgesetzt und entspricht der 
Position 1012 der genorniseben Sequenz bzw. der Position 135 der cDNA Sequenz. 
71 
Die Sequenz des potentiellen Promotorbereichs kann aufgrund ihrer Basenzusammensetzung in 
drei Abschnitte gegliedert werden: Von Position I bis 394 besitzt die DNA einen GC-Gehalt 
(prozentualer Anteil der Basen Guanin und Cytosin) von 59%. Danach folgt ein Bereich 
(Position 395 bis 471 ), der 86% Adeninbasen (66 von 77 Basen) enthält (14% GC-Gehalt). 
Der letzte Bereich bis zum Beginn des Startkodons der Proteinbiosynthese hat einen hohen 
GC-Gehalt von 62%. 
4.4. Identifizierung des Transkriptionsstartpunktes des MPG-Gens der 
Ratte 
Zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes des MPG-Gens der Ratte wurden primer 
extension- und S 1-Nuklease-Protektionsanalysen durchgeführt. Das Oligonukleotid MPGTR 
(siehe Materialteil), das eine homologer Sequenz zum nichtkodierenden DNA-Strang der 
genornischen Sequenz (Position 957 bis 974) hat, wurde radioaktiv endmarkiert und sowohl in 
den primer extension-Analysen als auch zur Herstellung der Sonden für die S 1-Nuklease-
Protektionsanalysen verwendet. 
Für die Sl-Nuklease-Protektionsanalyse wurde Gesamt-RNA aüs primären Ratten-
Hepatozyten isoliert. Diese wurde über Nacht mit einer radioaktiv markierten einzelsträngigen 
DNA-Sonde hybridisiert (siehe Methodenteil), die den Anfangsbereich der publizierten cDNA 
und einen 5' davor gelegenen Bereich von ca. 240 bp überdeckte. Diese Sonde war mit Hilfe 
der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) synthetisiert worden. Als Startermoleküle dienten 
dabei das oben erwähnte radioaktiv markierte Oligonukleotid MPGTR und ein weiters 
Oligonukleotid, das homolog zum kodierenden Strang der genornischen Sequenz (Position 615 
bis 633) ist. Das klonierte genornisehe Hindiii/Xhol-Fragrnent des MPG-Gens (s.o. und 
Abbildung 17 A) diente als Matrize. Die entstandene Sonde war doppelsträngig und nur der 
von dem Oligonukleotid MPGTR aus synthetisierte, nichtkodierende DNA-Strang, der 
komplementär zur rnRNA-Sequenz ist, radioaktiv endrnarkiert. Vor der Hybridisierung mit der 
RNA wurde der DNA-Doppelstrang thermisch denaturiert. Nach Hybridisierung der RNA mit 
der radioaktiven DNA-Sonde (siehe Methodenteil) wurden die Nukleinsäuren im 
Hybridisierungsansatz mit der einzelstrangspezifischen Nuklease S 1 behandelt. Die S 1-
Nuklease baut alle ungepaarten, einzelsträngigen Nukleinsäuren zu Mono- und Oligorneren ab. 
Radioaktiv markiert sind nun die Doppelstränge, die entweder aus der Rehybridisierung 
komplementärer DNA-Stränge oder aus der Hybridisierung von DNA mit komplementärer 
RNA entstanden sind. Die rehybridisierten DNA-Doppelstränge entsprechen der eingesetzten 
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radioaktiven DNA-Sonde, die in der Polymerase-Ketten-Reaktion synthetisiert worden war. 
Sie enthalten idealerweise keine einzelsträngigen Bereiche und sind daher in ihrer ganzen 
Länge vor dem Abbau durch die Sl-Nuklease geschützt. Die mRNA-Moleküle bilden nur bis 
zum Startpunkt der Transkription und bis zum Ende der DNA-Sonde (Position 974 der 
genomischen Sequenz, s.o.) einen Hybrid-Doppelstrang aus. Die überhängenden 
einzelsträngigen Bereiche werden von der Sl-Nuklease abgebaut, die so die radioaktive DNA-
Sonde bis zur ersten Base der mRNA - also dem Transkriptionsstart - verkürzt. Die 
radioaktiven DNA-Fragmente wurden nach der S 1-Nukleasebehandlung in einer 
denaturierenden PAGE aufgetrennt (Abbildung 19). 
Für die primer extension-Analyse wurde ebenfalls RNA aus primären Ratten-Hepatozyten 
verwendet. Die RNA wurde mit dem oben etwähnten radioaktiv endmarkierten Oligonukleotid 
MPGTR hybridisiert (siehe Methodenteil). Das hybridisierte Oligonukleotid diente einer 
Reversen Transktiptase als Startpunkt für die DNA-Synthese. Der Einsatz einer Reversen 
Transkriptase war deshalb notwendig, da nur sie RNA als Matrize für die DNA-Synthese 
verwenden kann. Die Reverse Transkriptase verlängert im Idealfall das Oligonukleotid bis zum 
Ende der RNA-Matrize - also bis zum Startpunkt der Transkription. Ein Problem bei der 
DNA-Synthese können Sekundärstrukturen der RNA sein, die sich insbesondere in Bereichen 
mit hohem Gehalt an den Basen Guanin (G) und Cytosin (C) ausbilden. Da die Sequenz des 
MPG-Gens in dem Bereich des vermuteten Transkriptionstarts GC-reich ist, wurden zwei 
verschiedene Ansätze gewählt, um dieser Schwierigkeit zu begegnen: Zum einen wurde die 
Reverse Transkriptase des avian myeloblastosis virus (AMV), die bei 42°C ihr 
Aktivitätsoptimum hat, bei einer Reaktionstemperatur von 47°C eingesetzt. Die erhöhte 
Temperatur wirkt der Ausbildung von Sekundärstrukturen entgegen (Harris et al., 1991). 
Trotzdem konnten mit diesem Enzym keine eindeutigen Produkte erhalten werden. Eine bei 
Ge-reichen RNA-Vorlagen wirksame DNA-Polymerase ist die Reverse Transkriptase des 
Moloney murine leukemia virus (M-MLV). Die Verwendung dieses Enzyms führte bei einer 
Ge-reichen RNA-Vorlage bereitsbei 37°C zu eindeutigen Ergebnissen (Harris et al., 1991). In 
einem zweiten Versuchsansatz wurde daher die M-MLV-Reverse Transkriptase bei einer 
Reaktionstemperatur von 37°C verwendet. Die dabei erhaltenen Produkte wurden in einer 
denaturierenden PAGE aufgetrennt. 
In Abbildung 19 sind die elektrophoretisch aufgetrennten Produkte der Sl-Nuklease- und der 
primer extension-Analyse als Autoradiogramm dargestellt. Parallel wurde eine 
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Sequenzierreaktion, die mit dem Oligonukleotid MPGTR durchgeführt worden war, in der 
PAGE aufgetrennt. In der primer extension-Analyse wurden zwei Hauptprodukte erhalten. 
Diese entsprechen, wie der Vergleich mit der Sequenzierreaktion ergibt, einem 
Transkriptionsstart bei den Positionen 862 bzw. 860 der genomischen Sequenz. Das Signal des 
kürzeren Produktes ist deutlich stärker als das des längeren. Beide Produkte sind auch im S 1-
Nuklease-Protektionsansatz dominierend. Neben diesen beiden Produkten finden sich hier 
außerdem noch weitere, kürzere Fragmente, die auf zum Teil nicht geschützte Bereiche am 
Anfang der mRNA hinweisen. Diese Produkte treten jedoch nicht in der primer extension-
Analyse auf. Das Ergebnis der primer extension- und Sl-Nuklease-Analyse ist, daß die beiden 
Guanine in Position 860 und 862 der genomischen Sequenz (Abbildung 17) als hauptsächlich 
verwendete Startpunkte der Transkription des MPG-Gens der Ratte benutzt werden. 
AC GT PE SI 
f- Cl 
Abbildung 19: Autoradiogramm der primer extension- (PE) und Sl-Nuklease-Protektions-Analyse (SI) zur 
Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes des MPG-Gens der Ratte. 
Parallel zu beiden Reaktionen wurde eine Sequenzierreaktion mit demselben Oligonukleotid (MPGTR), das 
auch in der PE- und SI-Analyse verwendet wurde (siehe Text), durchgeführt. Die Auftrennung der Produkte 
erfolgte in einem 6%igen denaturierenden Polyacrylamidgel. Das Hauptprodukt der primer extension Reaktion 
entspricht dem Abbruch der DNA-Syntbese in der Sequenzierung am Cytosin in Position 862 des 
nichtkodierenden Stranges und ist mit Cl markiert. 
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4.5. Funktionelle Charakterisierung des potentiellen Promotorbereichs des 
MPG-Gens der Ratte 
4.5.1. Charakterisierung des MPG-Promotors durch Reportergen-Analysen 
Um festzustellen, ob der 5'-flank:ierende, nichtkodierende Bereich des MPG-Gens 
Promotoraktivität besitzt, wurde das Hindlll/Notl-Restriktionsfragment aus diesem Bereich 
(vgl. Abbildung 178) vor das bakterielle Reportergen Chloramphenicol-Acetyltransferase 
(CAT) in den Vektor pCAT basic kloniert. Dazu wurde der Vektor mit den 
Restriktionsenzymen Hindill und XbaJ geschnitten. Di~ cinrch rl~n V~rrlan mit dem Enzym 
Hindill komplementären Überhänge des Vektors und des genomischen Fragments wurden 
ligiert. Die nichtkomplementären Überhänge des Vektors und des genomischen Fragments, die 
durch Restriktion mit den Enzymen Notl und Xbal entstanden waren, wurden durch Klenow 
Polymerase aufgefüllt und die so entstandenen "glatten Enden" ebenfalls ligiert. Das 
entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung pMPG-CA TII (Abbildung 20). 
Hindiii 2242 Notl 3088 
~ I ----,._. _Am_p_'---JI--------1 MPG-Fragment I 5194 CAT I SV40polyA~ 
Abbildung 20: Karte des Plasmids pMPG-CATII. 
Das 846 bp lange Hindlii/Noti-Restriktionsfragment des 5'-nichtkodierenden Bereichs des MPG-Gens wurde 
in den durch die Restriktionsenzyme Hindiii und Xbal geschnittenen Vektor pCAT basic, vor das CAT-
Reportergen kloniert (siehe Text). 
Um den Bereich festzulegen, der maximale Promotoraktivität aufweist,· wurden außerdem 
verschiedene kürzere Restriktionsfragmente und ein um 3,75 kb längeres Fragment, das durch 
Restriktion des ursprünglich isolierten Cosmids mit dem Enzym Notl erhalten worden war 
(vgl. Abbildung 17A), in denselben Vektor vor das CAT-Gen kloniert (Abbildung 21A). Alle 
vor das CAT-Gen klonierten Fragmente besitzen dasselbe 3'-Ende, was durch Sequenzierung 
überprüft wurde, aber unterschiedlich lange 5'-flankierende Bereiche. Die CAT-Konstrukte 
wurden jeweils zusammen mit einem RSV -ß-Gal Konstrukt mittels Kalziumphosphat-
Kopräzipitation in H4IIE Ratten-Hepatomzellen transfiziert. Die CAT-Aktivität wurde 48 h 
nach der Transfektion im Zellextrakt bestimmt und zur parallel bestimmten ß-Galactosidase-
Aktivität (zur Korrektur der Transfektionseffizienz in den Einzel versuchen) in Relation gesetzt. 
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Maximale Promotoraktivität wurde bei dem 846 bp langen Hindill/Notl-Fragment gefunden. 
Dessen Aktivität erwies sich als etwa gleichstark (1,2-fach stärker) wie die des frühen viralen 
SV40-Promotors, die durch Transfektion des Plasmides pSV2-CAT in den H4IIE-Zellen 
parallel bestimmt worden war. Alle anderen Promotoraktivitäten wurden relativ zur Aktivität 
des Hindill/Notl-Fragments angegeben (Abbildung 21A). Ein um 298 Basenpaare 5'-
deletiertes EcoRI/Notl-Fragment zeigte eine auf 34% verringerte Promotoraktivität Ein um 
weitere 428 Basenpaare 5'-verkürztes Psti/Notl-Fragment zeigte ebenfalls eine im Vergleich 
zum Hindili/Notl-Fragment verringerte Aktivität. Diese ist mit 64 % der Aktivität des 846 bp-
Fragments aber deutlich stärker als die des längeren EcoRI/Noti-Fragments. Das längste 
Promotorlragment schließlich zeigte mit 18% der maximalen Aktivität die geringste 
Promotoraktivität (Abbildung 21A). 
Abbildung 21 A: Relative CAT-Aktivitäten in H4IIE-Zellen nach Transfektion verschiedener MPG-Promotor-
CAT-Konstrukten und des Plasmids pSV2-CAT. Bei der Bestimmung der Werte wurde die 
Transfektionseffizienz berücksichtigt. Die Werte entsprechen dem Mittel aus mindestens fünf unabhängigen 
Versuchen. Die Aktivität, die durch das HindiiVNotl-Fragment vermittelt wurde, war maximal, im Vergleich 
mit den anderen Fragmenten, und wurde als Referenzwert (=100%) benutzt. 
B: Mögliche Bindestellen für Transkriptionsfaktoren in der 5' nichtkodierenden Region des MPG-Gens. In der 
Sequenz des HindiiVNoti-Restriktionsfragments, das maximale Promotoraktivität verleiht, wurde mit Hilfe 
einer Computeranalyse nach Bindestellen für Transkriptionsfaktoren gesucht. Potentielle regulatorische 
Elemente sind gekennzeichnet. 
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4.5.2. Potentielle Transkriptionsfaktor-Bindestellen im MPG-Promotor 
Mit Hilfe einer Computeranalyse durch das GCG sequence analysis software package (Version 
7.3) wurde in dem sequenzierten 5'- Bereich des MPG-Gens nach Bindesequenzen von 
Transkriptionsfaktoren, die in einer Datenbank für bekannt Transkriptionsfaktor-Bindestellen 
(TFD, Version 7.3, 9/93) gespeichert sind, gesucht. Einige möglicherweise funktionell wichtige 
Bindestellen sind in Abbildung 21B dargestellt. So fmden sich insbesondere im 3'-Bereich der 
Sequenz, also in der Nähe des Transkriptionsstarts, potentielle Bindestellen für den 
Transkdptionsfaktor SP 1. Hier liegt auch eine "CCAA T-Box", an die präsumtiv der 
Transkriptionstaktor CTF bindet (Jones et al., 1987). Außerdem finden sich mögliche 
Bindestellen für die aktivierbaren Transkriptionstaktoren AP-2, AP-3 und NF-KB, für Proteine 
der Ets-Familie (Ets-1, PEA 3), für den Transkriptionstaktor c-Myc und für den 
Glucocorticoidrezeptor (GR). Homologien der gefundenen potentiellen Bindestellen zu den 
Tabelle 5: Vergleich der potentiellen Transkriptionsfaktor-Bindestellen, die durch Computeranalyse im MPG-
Promotor gefunden wurden, mit deren Konsensussequenzen 
Transkriptionsfaktor Sequenz der Bindestelle im Konsensussequenz der übereins tim-
MPG-Prumutor Transkriptiunsfaktur-B indestelle" mende Basen 
c-Myc TCTCTTA TCTCTTA 8/8 
GR CCTCATGCTTGTTCTC AGAACANNNTGTTCTb 9/l5b 
Ets-l GCGGATGC (G/C)(NC)GGA(NT)G(T/C) 8/8 
CCGGAAGC 8/8 
CCGGAAGC 8/8 
NF-KB GGGGCTCCAC GGGR(NCIT)T(T/C)(T/C)CCC 9/10 
GGGAATCTCA 9/10 
AP-3 TGTGGTTT TGTGG(A/T)(AIT)(A/T) 8/8 
PEA3 AGGAAG AGGAA(G/A) 6/6 
CTF TCCAAT GCCAAr 5/6 
AP-2 CCCAACCC CCC(NC)N(G/C)(G/C)(G/C) 8/8 
CCCCGCCC 8/8 
CCCCATCT 6/8 
Spl AGGCGGAGT (G/ A)GGC(G/T)(G/ A)(G/ A)(G/ A)(G/T) 9/9 
GGGCGGGGC 8/9 
GGGCGGGGA 8/9 
a) Referenz für Bindestellen, wenn sie nicht separat aufgeführte ist, 1st Frusst und Meyer ( 1992). 
b) Die Glucocorticoid-Rezeptor (GR-)-Bindestelle im Uteroglobingen nach Jantzen et al. (1987), die das 
Softwareprogramm als Referenz angibt (TGTCAGTCTTGTTCTC) ergibt eine Übereinstimmung von 12/15 
Basen. 
c) Konsensussequenz nach Lenardo und Baltimore (1989). 
d) Konsensussequenz nach Mitchell und Tjian (1989). 
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Konsensussequenzen der Transkriptionsfaktor-Bindestellen sind in Tabelle 5 gezeigt. Neben 
potentiellen Bindestellen für bekannte Transkriptionstaktoren wurde auch eine Sequenz 
gefunden, für die noch keine Proteinbindung nachgewiesen wurde, die aber transkriptioneile 
Funktionen im Promotor des Adenin-Phosphoribosyltransferase-Gens des Menschen, der Maus 
und des Chinesischen Hamsters zu haben scheint (Park und Taylor, 1988). Diese Sequenz 
(GCCCC(NG)CCC(T/C)) kommt zweimal identisch, einmal mit einem und einmal mit zwei 
Basenaustauschen im MPG-Promotor vor (Positionen 688, 740, 787, 697 der genorniseben 
Sequenz). 
4.5.3. Die Aktivität des klonierten MPG-Promotors ist induzierbar 
Die gefundenen potentiellen Bindestellen für Transkriptionstaktoren (AP-2, AP-3, NF-KB, 
PEA 3 und den Glucocorticoidrezeptor) im Promotor des MPG-Gens der Ratte warfen die 
Frage auf, ob der MPG-Promotor der Ratte durch Behandlungen, die diese 
Transkriptionstaktoren aktivieren, in seiner Aktivität gesteigert werden kann. 
Neben Behandlungen mit Dexamethason, TPA, Forskolin und UV-Licht, die zur Aktivierung 
des Promotors geeignet schienen (siehe 3.2. und Stein et al.,l989; Mercurio und Karin, 1989; 
Rerth et ai., 1990; Devary et al., 1993 ), wurden auch solche mit MNNG und MMS und mit 
ionisierenden Strahlen durchgeführt, die in H4IIE-Zellen zu einer geringen Akkumulation der 
mRNA des MPG-Genes führen (Abbildung 9; Hartenstein, 1992). Wie bei der Untersuchung 
des MGMT-Promotors der Ratte wurde hierbei auch y-Strahlen (20 Gy) als potentieller 
Induktor angewendet. Zur Untersuchung der Induktion der Aktivität des MPG-Promotors 
wurden die Fragmente des MPG-Promotors mit der Länge 848 bp, 550 bp und 122 bp 
(Abbildung 21A) verwendet. Da das kurze Promotorfragment keine potentiellen Bindestellen 
für bekannte, die Induktion der Transkription vermittelnde Faktoren besitzt, wurde es als 
Negativkontrolle für die Wirkung der induzierenden Behandlungen eingesetzt. 
Die Reportergenkonstrukte wurden zusammen mit dem Plasmid pRSV-ß-Gal transient in 
H4IIE Ratten-Hepatomzellen transfiziert. Acht Stunden nach dem DMSO-Schock wurden die 
Zellen mit TPA, Forskolin, UV-Licht oder Dexamethason sowie mit MNNG, MMS oder y-
Strahlen behandelt (siehe Methodenteil). Achtundvierzig Stunden nach der Behandlung wurden 
die Zellen geerntet und die CAT- und ß-Galactosidase-Aktivität in den Zellextrakten bestimmt. 
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In Abbildung 22 sind die Aktivitäten der drei Promotorfragmente nach den verschiedenen 
Behandlungen relativ zur Aktivität in unbehandelten Kontrollzellen graphisch dargestellt. Das 
846 bp lange MPG-Promotorfragment vermittelt eine 2-fache Induktion der CAT-Expression 
nach Dexamethason-, eine 2,4-fache Induktion nach TPA-Behandlung und eine 2,8-fache 
Induktion nach Bestrahlung mit UV -Licht. Die anderen Behandlungen führten zu keinen 
signifikanten Expressionssteigerungen (unter dem 1,5-fachen der Aktivität von unbehandelten 
Kontrollzellen wurde als nicht signifikant angesehen). Wurde die Transkription des CAT-Gens 
durch das kürzere 550 bp lange Promotorfragment vermittelt, so änderte sich die 
Induzierbarkeit der CAT-Expression in zwei Punkten: Die Induktion nach Dexamethason-
Behandlung stieg auf das 3-fache und die Induktion durch UV-Licht sank auf das 1,5-fache der 
Kontrolle. Der Anstieg der CAT-Expression änderte sich nur geringfügig gegenüber dem 
längeren (550 bp) Fragment nach Behandlung mit MNNG, Forskolin, und y-Strahlen und gar 
nicht nach TPA- und MMS-Behandlung (Abbildung 22). Verkürzte man das die CAT-
Expression steuernde MPG-Promotorfragment auf 122 bp, so fand keine Induktion der 
Enzymaktivität nach TPA- und UV-Behandlung mehr statt. Hingegen stieg die Induktion der 
CAT-Expression nach Dexamethason-Behandlung auf das 5,7-fache der Aktivität von 
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Abbildung 22: Effekt von Mutagenen, Dexametbason (Dex), TPA 
und Forskolin (Fors) auf die Promotoraktivität verschiedener MPG-
Promotorfragmente in H4IIE-Rattenzellen. Es wurden 
unterschiedliche 5' -deletierte, in Reportergen (CAT)-Konstrukten 
klonierte Promotorfragmente verwendet: Ein 846 bp langes 
Hindill/Notl-Fragment (A), ein 550 bp langes EcoRl/Notl-
Fragment (B) und ein 122 bp langes Pstl/Notl-Fragment © (siehe 
Abbildung 21A). 
Jeweils 10 J.!g eines MPG-Promotor-CAT-Konstrukts wurde 
zusammen mit 1 J.!g pRSV -ß Gal durch Kalziumphosphat-
Kopräzipitation in H4IIE-Zellen transfiziert. 8 h später wurden die 
Zellen mit den Agenzien behandelt (siehe Metbodenteil). Die 
jeweiligen Endkonzentrationen waren: 50 J.!M MNNG, I mM 
MMS, 10·7 M Dexametbason (Dex), 100 ng/ml TPA und 10 J.!M 
Forskolin (Fors). Die Strahlendosen betrugen 20 Gy y-Strahlen und 
10 J/m2 UV-Strahlen. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und die 
CAT- und ß-Galactosidase-Aktivität im Gesamtzellextrakt 
bestimmt. Die CAT-Aktivität wurde durch die ß-Galactosidase-
Aktivität für verschiedene Transfektionseffizienzen korrigiert. Die 
Induktionsfaktoren beziehen sich auf eine unbehandelte Kontrolle 
und stellen den Mittelwert aus mindestens 3 unabhängigen 




Zusammenhang zwischen basaler MGMT-Expression und der Expression 
leberspezifischer Enzyme 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der DNA-Reparaturproteine MGMT und 
MPG in Ratten-Leberzellen mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad bestimmt. Bei den 
Zellinien, die sich vom Reuber-Hepatom H-35 der Ratte ableiten, wie auch bei den primären 
Hepatozyten der Ratte korrelierte die Expression der MGMT-mRNA mit der der 
leberspezifischen TAT-mRNA. Eine Korrelation der MGMT-Aktivität mit der 
leberspezifischen Aldrinepoxidase-Aktivität in verschiedene Ratten-Leberzellen war 1984 von 
Hesse et al. beschrieben worden. Die von Hesse et al. bestimmten MGMT-Aktivitäten in den 
Zellinien Fao, H4IIEC3/T, H4IIEC3/G- und H5 konnten in dieser Arbeit bestätigt werden. 
Darüber hinaus wurde auch die MGMT-Aktivität in der Zellinie H4IIE sowie in als Sphäroide 
kultivierten primären Ratten-Hepatozyten bestimmt. Auch in diesen Zellsystemen korrelierte 
die MGMT -Aktivität mit der Expression eines leberspezifischen Markers (TAT) (Grombacher 
und Kaina, 1995). 
Die MGMT-Aktivität wies in den frisch isolierten Hepatozyten verschiedener Tiere relativ 
große Schwankungen auf. Individuelle Unterschiede der MGMT-Aktivität wurden auch bei 
verschiedenen Organen des Menschen beschrieben (Sagher et al., 1989, Strauss, 1990). 
Worauf diese Unterschiede in der MGMT-Expression zurückgehen, ist noch unklar. 
Die starke MGMT-Expression in leberspezifisch differenzierten Zellen im Vergleich zu weniger 
differenzierten Zelltypen kann als Hinweis darauf gewertet werden, daß leberspezifische 
Transkriptionstaktoren an der Regulation der Transkription des MGMT-Gens beteiligt sind. 
Ein Beispiel für ein Gen, dessen leberspezifische Expression von Transkriptionstaktoren 
abhängt, ist das Albumingen. Cereghini et al. berichteten 1988, daß Unterschiede in der 
Expression des Albumingens in leberspezifisch differenzierten H4ll-, C2rev7- (diese 
entsprechen den in dieser Arbeit verwendeten H4IIE-, bzw. H4IIE/G--Zellen ), und Fao-Zellen 
sowie den dedifferenzierten H5- und C2-Hepatomzellen mit der Bindung eines spezifischen 
Transkriptionstaktors (albumin proximal factor, kurz APF) an den Promotor Einklang steht. 
Dieser Faktor wurde nur in den differenzierten, Albumin produzierenden Zellen an den 
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Promotor des Albumingens gebunden vorgefunden (Cereghini et al., 1988). Sequenzen, die 
homolog zu der Bindestelle des APF im Albuminpromotor der Ratten sind, fand man auch in 
den Promotoren des Albumingens der Maus, des Huhns, des Krallenfroschs und des Menschen, 
I 
darüber hinaus in den Promotoren anderer leberspezifisch exprimierter Gene (a-Fetoprotein, 
a- und ß-Fibrinogen, Pyruvatkinase, Heptag1obin) (Konsensussequenz der Bindestelle 
(G/A)GTTA(NC)TNNT(C/T)NNC(NC) (Cereghini et al., 1988)). Wenngleich die Expression 
der MGMT im Gegensatz zur Albumin-Expression nicht ausschließlich in der Leber erfolgt, so 
könnte doch die Stärke ihrer Expression in leberspezifisch differenzierten Zellen auf die 
Beteiligung leberspezifischer Transkriptionsfaktoren zurückgehen. 
Ist die Induktion der MGMT leberspezifisch? 
Die Induktionsstärke der MGMT -Aktivität und -mRNA-Expression in der Leber weist eine 
große Schwankungsbreite auf: Es sind Induktionsexperimente in vivo durchgefühlt worden, 
die zur Zunahme der MGMT-Aktivität in der Leber nach Röntgenbestrahlung mit einer Dosis 
von 8 Gy bzw. 10 Gy vom 3,4- bzw. 5-fachen des Basalwertes führten (Margison et al., 1985; 
Schmerold und Wiestler, 1986). Es wurden jedoch auch Induktionen in der Leber weiblicher 
Ratten nach Ganzkörperbestrahlung mit einer Dosis von 15 Gy gefunden, die wesentlich höher 
lagen (17,6-fache Induktion der Enzymaktivität und 12-fache Induktion der mRNA-Menge im 
Vergleich zur Leber unbehandelter Ratten (Chan et al., 1992)). In der Leber von männlichen 
Ratten, die in parallelen Versuchen verwendet wurden, zeigte sich nur eine 3,5-fache Induktion 
der MGMT-Aktivität und keine Zunahme der mRNA-Menge nach Bestrahlung (Chan et al., 
1992). Außerdem wurde eine 10-fache Induktion der mRNA-Menge nach Behandlung von 
Ratten mit 2-Acetylaminofluoren, einem aromatischen Amid, beobachtet (Potter et al., 1991 ). 
In der vorliegenden Arbeit konnte eine 5,7-fache Induktion der MGMT-Reparaturaktivität in 
primären Hepatozyten nach MNNG-Behandlung (15 ~-tM) und eine 2,7-fache nach 
Röntgenbestrahlung (2 Gy) nachgewiesen werden. Die mRNA-Mengen waren nach MNNG-
Behandlung um das 2,3-fache und nach Röntgenbestrahlung um das 5,3-fache erhöht. Die 
geringere Induzierbarkeit der MGMT in als Sphäroide kultivierten Hepatozyten, verglichen mit 
den publizierten in vivo Experimenten, kann mehrere Gründe haben. Die Hepatozyten wurden 
aus männlichen Ratten isoliert. Sie verlieren während der Sphäroidbildung 40-60% ihres 
Cytochrom '(Cyt) P-450-Gehalts und ihrer Cyt-P450-spezifischen Enzymaktivitäten, die sich 
dann aber stabilisieren und in ihrer folgenden Kultivierung nicht weiter absinken (Walser, 
1992). Außerdem wurden die primären Hepatozyten in der vorliegenden Arbeit nur einer 
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Röntgenstrahlen-Dosis von 2 Gy ausgesetzt, wohingegen in den Versuchen, die zu einer 
starken Induktion der MGMT-Expression in vivo führten, mit einer Dosis von 15 Gy bestrahlt 
(Chan et al., 1992) wurde. Eine Dosisabhängigkeit der MGMT-Induktion auf mRNA-Ebene in 
H4IIE-Hepatomzellen konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Es können also 
sowohl potentielle Dedifferenzierung der isolierten Hepatozyten wie auch ungleiche 
Strahlendosen Gründe für die verminderte lnduzierbarkeit der MGMT sein. Insgesamt gesehen 
erwiesen sich aber als Sphäroide kultivierte primäre Hepatozyten im Vergleich mit den 
etablierten Hepatomzellinien als besser induzierbar und stellen somit ein gutes in vitro-
Modellsystem zur Untersuchung der MGMT-Induktion dar. 
Die dedifferenzierte Zellinie H5 zeigte keine Induktion der MGMT-Enzymaktivität nach 
Röntgenbestrahlung und sogar eine Reduktion der Aktivität nach MNNG-Behandlung. Bei der 
Behandlung der Zellen mit MNNG ist zu bedenken, daß durch die Reaktion der MGMT mit 
dem in der DNA induzierten 0 6-Methylguanin und eventuell auch durch direkte Methylierung 
des Proteins (Turbeville und Craddock, 1971) dessen Aktivität vermindert wird. Dieser Effekt 
kann durch eine gesteigerte Neusynthese des Proteins kompensiert werden. In den 
Hepatomzellen, in denen die MGMT-Aktivität induziert wird, findet offenbar sogar eine 
Überkompensation statt. Die geringere Induktion der MGMT-Aktivität im Vergleich mit der 
MGMT-mRNA-Menge zeigt jedoch, daß auch in diesen Zellen die MGMT-Aktivität durch die 
induzierende MNNG-Behandlungen verringert wird. In H5-Zellen fand eine Kompensation der 
Inaktivierung der MGMT durch verstärkte Neusynthese des Proteins innerhalb 48 Stunden 
nach Mutagengabe offensichtlich nicht statt, so daß die MNNG-Behandlung in diesen Zellen zu 
einer Abnahme der MGMT-Aktivität führte. 
Die Tatsache, daß in differenzierten primären Ratten-Hepatozyten nicht aber in 
dedifferenzierten H5-Ratten-Hepatomzellen die MGMT-Aktivität und -mRNA-Expression 
induzierbar waren, weist auf einen Zusammenhang der lnduzierbarkeit des MGMT -Gens mit 
der leberspezifischen Differenzierung der Zelle hin. In dieselbe Richtung läßt sich die 
Akkumulation der MGMT-mRNA nach Behandlung der frisch isolierten Hepatozyten mit dem 
leberspezifischen Tumorpromotor Phenobarbital deuten. Phenobarbital ist kein Mutagen; es 
induziert in der Leber und in Hepatomzellen der Ratte die Transkription von Genen, wie zum 
Beispiel die von Cytochrom P-450 b/e und P-450 PB l (Corcos und Weiss, 1988). Nach 
Phenobarbital-Behandlung akkumuliert die mRNA dieser Cytochrom P-450-Gene in der Leber 
und in den leberspezifisch differenzierten Hepatomzellen H4Il, C2Rev7 (diese entsprechen den 
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in dieser Arbeit verwendeten H4IIE- und H4IIEC3/G--Zellen) und Fao, nicht aber in den 
dedifferenzierten H5-6-, C2- und P4-Hepatomzellen (Corcos und Weiss, 1988). Phenobarbital 
induziert offensichtlich die Expression bestimmter Gene in Leberzellen, zu denen auch das 
MGMT -Gen gehört. 
Deutet das bisher gesagte auf einen Zusammenhang der MGMT-Induktion mit der 
leberspezifischen Differenzierung von Zellen hin, so wird dieser mögliche Zusammenhang 
durch den Vergleich der Induktionsraten der MGMT-Expression in den verschieden 
Hepatomzellinien mit deren TAT-Expression (oder anderer leberspezifischer Marker, siehe 
Tabelle 2) nicht bekräftigt. So zeigten die leberspezifisch differenzierten Fao- und H4IIEC3/G 
-Zellen nur eine schwache Induktion der MGMT-Aktivität durch MNNG und Röntgenstrahlen. 
Darüber hinaus fand bei Fao-Zellen auch nur eine geringe Induktion der mRNA-Menge statt. 
Hingegen war in H4IIEC3/T-Zellen, die nur eine geringe TAT-Expression und geringe 
Aldrinepoxidase-Aktivität besitzen, eine starke Induktion der MGMT-Expression auf.mRNA-
und Proteinebene durch die o.g. Mutagene zu beobachten. 
Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß es durchaus Hinweise für eine Beteiligung 
leberspezifischer Faktoren an der Induktion der MGMT gibt. Ein genereller Zusammenhang 
zwischen MGMT-Induktion und der Expression leberspezifischer Enzyme konnte aber an den 
untersuchten in vitro-Zellsystemen nicht nachgewiesen werden. Der Vorgang der Induktion 
der MGMT-Transkription scheint ein komplexer, nicht allein von leberspezifischen 
Transkriptionstaktoren abhängiger Vorgang zu sein. 
Die MPG-Expression zeigt keine Korrelation mit der Expression 
leberspezifischer Enzyme 
Die Untersuchung der basalen MPG-Expression in unterschiedlich differenzierten Leberzellen 
zeigte, daß die MPG-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene nicht mit der leberspezifischen 
TAT-Expression (oder anderer leberspezifischer Marker, siehe Tabelle 2) korreliert. So war 
insbesondere die Aktivität in den dedifferenzierten H5- und den leberspezifisch differenzierten 
H4IIE-Zellen nahezu identisch. Die beobachtete geringe (2 - 3-fachen) Schwankung der 
basalen MPG-Expression bei etablierten Ratten-Hepatomzellinien deckt sich mit früheren 
Beobachtungen an Nager- und menschlichen Zellinien (Chakravarti et al., 1991; Hartenstein, 
1992). Im Gegensatz dazu wurden in den verschiedenen Organen der Maus große 
Expressionsunterschiede der MPG gefunden (Washington et al., 1988): In Proteinextrakten des 
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Magens wurde eine 8 - 15-fach höhere MPG-Aktivität festgestellt als in den Extrakten aller 
anderer untersuchten Organe. Die Aktivitäten in den Extrakten der Leber, der Lunge, der 
Nieren, der Milz und des Gehirns waren etwa vergleichbar hoch (0,98-l ,58 fmol/~g DNA) 
(Washington et al., 1988). 
Vergleicht man MPG-Enzymaktivität und MPG-mRNA-Mengen in den verschiedenen 
Zellinien und den primären Hepatozyten untereinander, so wird deutlich, daß die mRNA-
Menge nicht mit der MPG-Aktivität korreliert: Die relativ hohe Enzymaktivität in den primären 
Ratten-Hepatozyten beruht nicht auf einer entsprechend großen MPG-mRNA-Menge in diesen 
Zellen. Weiterhin besitzen Fao-Zellen etwa dreimal mehr MPG-mRNA als H4IIEC3/o--Zellen, 
die Enzymaktivität in diesen Zellen ist aber fast gleich stark. Ein ähnliches Resultat fanden 
Chakravarti et al., als sie die mRNA-Menge und Enzymaktivität der MPG in Ratten-, Maus-
und menschlichen Zellen verglichen: Alle Zellen wiesen eine etwa gleiche Enzymaktivität auf, 
die mRNA-Menge in Rattenzellen war aber wesentlich geringer als in den anderen Zellen 
(Chakravarti et al., 1991 ). Dies deutet darauf hin, daß die Expression der MPG-Aktivität auf 
posttranskriptioneUer Ebene reguliert wird. 
Leberspezifisch differenzierte Hepatomzellen sind resistenter als 
dedifferenzierte Zellen gegenüber der toxischen Wirkung von MNNG, nicht 
aber von MMS 
Die methylierenden Agenzien MNNG und MMS liefern in unterschiedlicher Menge methylierte 
DNA-Addukte (Tabelle 1). Der Hauptunterschied besteht in der Reaktion mit den 
Sauerstoffatomen der DNA: MNNG reagiert zu etwa 7% aller Methylierungen mit der 0 6-
Position des Guanins, wohingegen MMS nur 0,3% der Gesamtmethylierung an dieser Position 
einführt. Sowohl 0 6-Methylguanin als auch NI- und N3-Methylpurine sind cytotoxische DNA-
Schäden (Kataoka et al., 1986; Lindahl et al., 1988; Kaina et al., 1991; Kaina et al., 1993). Die 
mit MNNG behandelten Ratten-Hepaternzellen und die MGMT-defizienten (Mex·) CHO-
Hamsterzellen zeigten eine Sensitivität gegenüber der toxischen Wirkung von MNNG, die von 
der Höhe ihrer MGMT-Aktivität abhing. So ergibt sich aus dem Vergleich der Do-Werte für 
MNNG eine etwa dreimal höhere Sensitivität von H5-Zellen, die nur eine geringe MGMT-
Aktivität besitzen, und eine 20mal höhere Sensitivität von Mex· CHO-Zellen gegenüber diesem 
Mutagen, als für die anderen untersuchten Hepatomzellen. 
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Die Sensitivität gegenüber der toxischen Wirkung von MMS war bei Zellen aller Zellinien, 
auch bei H5- und CHO-Zellen, nahezu gleich. Berücksichtigt man die unterschiedlichen 
Reaktionsprodukte von MNNG und MMS mit der DNA (Tabelle 1), so kann das Resultat 
dahingehend interpretiert werden, daß 0 6-Methylguanin ein die Toxizität vermittelnder 
Schaden ist, was sich mit früheren Erkenntnissen deckt, die mit MGMT-Transfektanten 
gewonnen wurden (Kaina et al., 1991, Kaina et al., 1993). 
Die durch die der MPG entfernten N-Methylpurine sind potentielle prätoxische Läsionen, wie 
die hohe Sensitivität von MPG-defizienten E.coli Mutanten gegenOber MMS zeigt (Lindahl et 
al., 1988). Die Empfindlichkeit der MPG-profizienten Ratten-Hepatornzellen gegenüber der 
toxischen Wirkung von MMS ist nicht korreliert mit der Höhe der basalen und bei H4IIE-
Zellen durch Mutagenbehandlung induzierten MPG-Aktivität. Auch in anderen 
Säugerzellsystemen war die Höhe der MPG-Enzyrnaktivität meist kein protektiver Faktor 
gegenüber Alkylantien: In CH0-9-Harnsterzellen, in denen die menschliche MPG, sowie in 
V79-Harnsterzellen, in denen die alkA kodierten E.coli-Glykosylase oder die Ratten-MPG 
funktionell überexprirniert wurde, führte dies nicht zu einer erhöhten Resistenz gegenüber 
MMS (lbeanu et al., 1992; Habraken und Laval, 1993). Lediglich in von V79- abstammenden 
irs 1-Harnsterzellen, die eine verringerte MPG-Aktivität besitzen, führte die Überexpression 
der alkA kodierten E.co/i-Glykosylase und der Ratten-MPG zu einer erhöhten Resistenz 
gegenüber MMS (Habraken und Laval, 1993). Da bei der Exzisionsreparatur von DNA-
Alkylierungsschäden außer der MPG noch weitere Enzyme (AP-Endonuklease, Polyrnerase, 
Ligase) beteiligt sind, hängt die Effektivität der Reparatur von der aufeinander abgestimmten 
Aktivität aller beteiligter Enzyme ab. Der limitierende Schritt dieses Reparaturweges kann in 
Abhängigkeit von der betrachteten Zellinie unterschiedlich sein. Überexpression der MPG hat 
in den Harnsterzellinien V79 und irs 1 wohl deshalb unterschiedliche Folgen, weil im 
Gegensatz zu V79-Zellen in irs I-Zellen die reduzierte MPG-Aktivität möglicherweise zum 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Exzisionsreparatur geworden ist. 
In CH0-9-Harnsterzellen führte neben der Überexpression der menschlichen MPG auch die der 
menschlichen AP-Endonuklease nicht zu einer erhöhten Resistenz gegenüber MMS und 
MNNG (Eschbach, 1994). Die enzymatischen Reaktionen der MPG und der AP-Endonuklease 
scheinen folglich in dieser Zellinie nicht geschwindigkeitsbestimmende Schritte der 
Exzisionsreparatur von rnethylierten Basen zu sein. 
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Gene involviert in der Exzisionsreparatur von DNA-Aikylierungsschäden 
zeigen in H4IIE-Zellen nur schwache Änderungen ihrer Expression nach 
Mutagenbehandlung 
Die quantitativen Änderungen der mRNA-Expression nach MNNG- und Röntgenstrahlen-
Behandlung von H4IIE-Zellen waren bei den an der Exzisionsreparatur beteiligten Enzymen 
MPG, AP-Endonuklease, Polymerase ß und Ligase gering. Lediglich die für die AP-
Endonuklease kodierende mRNA zeigte über einen längeren Zeitraum (0,5 bis 15 h nach der 
Behandlung) nach Röntgenbestrahlung eine leicht erhöhte Expression. · Alle anderen 
signifikanten (mehr als 1 ,5-fachen (siehe Rrg;ehnisse)) Ändenmg;en der mRNA-Menge nach 
Mutagenbehandlung waren auf einen der untersuchten Zeitpunkte beschränkt, so daß sie keine 
klare Aussage zur Induktion der mRNA-Expression zulassen. Die mRNA-Menge der MPG 
nahm nur bei hohen Röntgenstrahlendosen (mehr als 8 Gy) signifikant zu. Frühere 
Beobachtungen zeigten, daß die mRNA-Menge der MPG in H4IIE-Zellen nach Bestrahlung 
mit einer Dosis von 3 Gy Röntgenstrahlen und mit MNNG (10, 20 und 30 J-LM) erst 48 
Stunden nach der Behandlung der Zellen deutlich zunimmt (Laval, 1991; Hartenstein, 1992; 
Mitra und Kaina, 1993). Möglicherweise ist bei höheren Strahlendosen die Akkumulation der 
MPG-mRNA stärker und daher bereits früher zu beobachten. Eine dosisabhängige Induktion 
der anderen an der Exzisionsreparatur beteiligten Gene kann nicht ausgeschlossen werden. Wie 
die Promotoranalysen des in dieser Arbeit klonierten Promotorbereichs des MPG-Gens der 
Ratte zeigen (s.u.), ist eine Induktion der MPG auf transkriptioneHer Ebene nach 
Mutagenexposition (MNNG, MMS, y-Strahlen) nicht nachzuweisen: Die mRNA-
Akkumulation der MPG nach Behandlung von H4IIE-Zellen ist daher wahrscheinlich auf eine 
erhöhte Stabilität der mRNA zurückzuführen. 
Die lnduzierbarkeit der an der Exzisionsreparatur beteiligten Ligase und der Polymerase ß 
nach Mutagenbehandlung konnte in unterschiedlichen Zellsystemen gezeigt werden. So wurde 
in Affen-Nierenzellen nach Bestrahlung mit UV-Licht eine Induktion der Ligase-Aktivität 
beobachtet (Mezzina und Nocentini, 1978) und in CHO-Hamsterzellen war die Polymerase ß 
auf mRNA-Ebene durch verschiedene Mutagene (MNNG, MMS, HzOz, AAAF) induzierbar 
(Fornace et al., 1989). Sowohl DNA-Ligase als auch Polymerase ß zeigten nach 
Mutagenbehandlung in H4IIE-Zellen keine erhöhte mRNA-Expression. Die Spezifität der 
Induzierbarkeit beider Enzyme in unterschiedlichen Zellsystemen weist auf Unterschiede in der 
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Promotorstruktur der kodierenden Gene oder auf unterschiedliche Fähigkeit der Zellen zur 
Aktivierung der Transkription hin. 
Die Induktion der MGMT -Expression erfolgt nach Bestrahlung mit y-
Strahlen schneller als nach MNNG-Behandlung 
Die MGMT-mRNA-Menge nimmt nach Behandlung mit y-Strahlen bereits nach sechs Stunden 
zu. Die mRNA-Zunahme erfolgt damit nach Bestrahlung deutlich schneller als nach Gabe von 
MNNG, nach der erstmals 16 Stunden später eine Zunahme der mRNA-Menge beobachtet 
werden konnte. Die Behandlungen, die zu einer Induktion der MGMT führen (Laval, 1990; 
Fritz und Kaina, 1992), induzieren direkt oder indirekt, als Folge eines Replikationsblocks oder 
der Exzisionsreparatur modifizierter Basen, DNA-Strangbrüche (Laval, 1990; Fritz und Kaina, 
1992). Die Hypothese, daß diese DNA-Strangbrüche das auslösende Signal für die Induktion 
der MGMT sind, wird durch die oben erwähnte schnellere Induktion der MGMT durch 
Röntgenstrahlen, im Vergleich zur MNNG-Behandlung, gestützt: Röntgenstrahlen induzieren 
direkt, ohne Verzögerung, DNA-Strangbrüche, wohingegen diese nach MNNG-Behandlung 
als Folge der Reparatur methylierter Basen erst zu einem späteren Zeitpunkt aus AP-Stellen 
der DNA entstehen können (Coquerelle et al., 1995). 
Dexamethason führt zur Akkumulation der mRNA von Reparaturgenen in 
H4IIE-Ratten-Hepatomzellen 
Sowohl die mRNA-Menge der MGMT als auch die der AP-Endonuklease und Polymerase ß 
stieg nach Gabe des künstlichen Glucocorticoid-Hormons Dexamethason signifikant an. Eine 
leicht erhöhte mRNA-Expression der Polymerase ß war nur zu einem der untersuchten 
Zeitpunkte (16 h-Wert) nach Hormonbehandlung festzustellen und ist daher kein deutlicher 
Hinweis auf eine Induktion der mRNA. Ein reprimierender Einfluß von Dexamethason auf die 
mRNA-Expression war bei der MPG zu beobachten. Beide Effekte, sowohl die Zunahme wie 
die Abnahme der mRNA-Menge, können auf Veränderung der Transkription der 
entsprechenden Gene oder auf eine veränderte Stabilität der jeweiligen mRNA zurückzuführen 
sein. Im Fall der Glucocorticoid-Hormone ist eine Einwirkung auf die Transkriptionsrate von 
Genen bekannt. Glucocorticoide aktivieren die Transkription bestimmter Gene durch Bindung 
an Sequenzen im Promotor (glucocorticoid responsive elements, kurz GRE) (Geisse et al., 
1982). Es gibt eine Reihe von Genen, wie zum Beispiel die Gene der a.m 
Aminosäurekatabolismus in der Leber beteiligten TAT (Steinberg et al., 1975), 
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Tryptophanoxygenase (Danesch et al., 1983) und Glutaminsynthetase (Crook et al., 1978), 
solche, die in der Brustdrüse exprimiert werden, wie das ß-Caseingen (Doppler et al., 1989) 
und Gene des mause mammary tumor virus (MMTV) (Hynes et al., 1983), bei denen 
Glucocorticoide die Transkription aktivieren. Darüber hinaus aktiviert Dexamethason das 
Metallothionein-IIA Gen (Karin et al., 1984), das durch noch nicht bekannte Mechanismen zur 
Resistenz gegenüber alkylierende Agenzien beitragen kann (Kaina et al., 1990). Wenngleich 
eine Erhöhung der mRNA-Stabilität durch das Hormon nicht ausgeschlossen werden kann, so 
ist doch die transkriptioneHe Aktivierung des MGMT- und des AP-Endonuklease-Gens der 
Ratte durch Dexamethason wahrscheinlich verantwortlich für die beobachtete verstärkte 
Akkumulation der mRNA. 
Der MPG-Promotor der Ratte besitzt ein GRE. Da die mRNA-Menge der MPG nach 
Dexamethason-Behandlung abnimmt wird hier die Transkription durch das Glucocorticoid-
Hormon vermutlich gehemmt. Eine Repression der Transkription durch Glucocorticoide ist 
insbesondere bei Cytokingenen bekannt (Culpepper und Lee, 1987; Taniguchi, 1988) - ein 
Effekt, der zur entzündungshemmenden und immunsupprimierenden Wirkung der 
Glucocorticoide beiträgt (Baxter und Forsham, 1972; Bowen und Fauci, 1988). Sie wird über 
die direkte Wechselwirkung des Glucocorticoid-Rezeptors mit dem Transkriptionsfaktor NF-
KB bewirkt und führt zu einer Reduktion der NF-KB-abhängigen Transkription (Scheinmann et 
al., 1995). Eine andere Art der Repression durch G1ucocorticoide ist für das Gen der a-
Untereinheit des Gonadotropins beschrieben worden (Akerblom et al., 1988). Im Promotor 
dieses Gens überlagert das GRE die beiden cAMP-abhängigen Enhancer-Seqeuenzen (cAMP 
responsive element (CRE)). In diesem Fall ist die Bindung des Glucocorticoid-Rezeptors an 
die DNA für die negative Regulation der Transkription verantwortlich, entweder dadurch, daß 
die Bindung der Transkriptionsfaktoren an die CREs verhindert oder deren Funktion beeinflußt 
wird. Nur in einem Fall, beim Prolaktingen des Schweins, ist die direkte Repression der 
Transkription durch die Bindung des Hormon-Rezeptor-Komplexes an ein GRE ("negatives 
GRE") beschrieben worden (Sakai et al., 1988). Interessanterweise besitzt der von mir 
klonierte MPG-Promotorbereich zwei Bindestellen für den Transkriptionsfaktor NF-KB, wobei 
eine von einem GRE überlagert wird. Alle drei der oben beschriebenen Mechanismen, also die 
direkte Wechselwirkung des Glucocorticoid-Rezeptors mit dem Transkriptionsfaktor NF-KB, 
die Überlagerung der NF-KB-Bindestelle durch das GRE sowie der direkte negative Einfluß 
des an das GRE gebundenen Hormon-Rezeptor-Komplexes, könnten für die Reduktion der 
Transkription des MPG-Gens verantwortlich sein. 
89 
Die Regulation von Reparaturgenen durch Honnone stellt einen wichtigen Beitrag zur 
Problematik der Honnonabhängigkeit der Kanzerogenese dar. Hmmone beeinflussen die 
kanzerogene Wirkung von chemischen Mutagenen in der Ratten-Leber: Die Behandlung von 
Ratten mit N-Hydroxy-2-acetyl-aminofluoren, einem aromatischen Amin, führt zur 
Tumorinitiation in der Leber. Die Anzahlt der Primärtumoren ist - geschlechtsabhängig - in der 
Leber männlicher Ratten deutlich höher. Durch die Gabe von Wachstumshonnon, einem 
Hypophysenhonnon, wird die Tumorzahl in der Leber männlicher Ratten auf die weiblicher 
Ratten reduziert (Liao et al., 1993). Auch die MGMT-Aktivität in der Rattenleber wird 
Wachstumshormon-abhängig reguliert: Entfernt man Ratten die Hypophyse, dann sinkt die 
MGMT-Aktivität in der Leber auf die Hälfte ab. Verabreicht man diesen Ratten 
Wachstumshonnon, so steigt die MGMT Aktivität in der Leber auf den Wert vor der 
Entfernung der Hypophyse an (Pegg und Wiest, 1983). Offensichtlich korreliert die honnonelle 
Steigerung der MGMT-Enzymaktivität mit der geringeren Tumorentstehung in der Leber 
weiblicher und mit Wachstumshonnon behandelter männlicher Ratten. Wie in dieser Arbeit 
gezeigt werden konnte, ist außer der MGMT auch das AP-Endonuklease-Gen, das in der 
Exzisionsreparatur geschädigter Basen involviert ist, durch Dexamethasongabe induzierbar. 
Möglicherweise spielt daher auch die Expression von an der Exzisionsreparatur beteiligten 
Enzymen eine Rolle bei der HOlmonabhängigkeit der Kanzerogenese in Ratten. 
Die Aktivität des menschlichen MGMT-Promotors wird in menschlichen 
HeLa-Zellen und H4IIE-Rattenzellen unterschiedlich reguliert 
Es war bekannt, daß die MGMT-Expression in H4IIE-Rattenzellen durch Mutagenbehandlung 
induzierbar ist, in menschlichen HeLa-Cervixkarzinomzellen sowie menschlichen HepG2-
Hepatomzellen aber nicht (Fritz et al., 1991). Die MGMT-Expression wird in H4IIE-Zellen auf 
transkriptioneller Ebene reguliert (Fritz et al., 1991; Chan et al., 1992). Die transkriptionelle 
Aktivierung oder Repression eines Gens durch exogene Stimuli ist von zwei Voraussetzungen 
abhängig. Erstens muß die Zelle in der Lage sein, durch Signaltransduktion die Stimuli bis auf 
die Ebene der Transkription weiterzuleiten. Dies geschieht durch eine Reihe von 
Reaktionskaskaden, die schließlich zu einer Aktivierung von Transkriptionstaktoren führen. 
Die zweite Voraussetzung ist, daß der Promotor eines Gens in der Lage ist, durch die Bindung 
dieser aktivierten Transkriptionstaktoren die Expression des Gens zu modulieren. Es existierte 
bislang nur ein Hinweis darauf, daß auch der menschliche MGMT-Promotor in der Lage ist, 
auf Mutagenbehandlung zu reagieren: 1990 berichtete Laval über die Induktion der MGMT-
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Aktivität in menschlichen LICH-Hepatomzellen durch Mutagene (Lava!, 1990). In der hier 
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß der menschliche MGMT-Promotor in H4IIE-
Rattenzellen durch die Mutagene MNNG, MMS sowie y-Strahlen induzierbar ist. Keine dieser 
Mutagen-Behandlungen führte in HeLa-Zellen zur Erhöhung der Aktivität des isolierten 
MGMT-Promotors, was mit früheren Beobachtungen übereinstimmt, wonach die mRNA-
Expression des menschlichen MGMT-Gens in HeLa-Zellen durch Mutage nicht induziert wird 
(Fritz et al., 1991 ). Die fehlende Induktion der Promotoraktivität in HeLa-Zellen ist 
offensichtlich darauf zurückzuführen, daß diese Zellen nicht in der Lage sind, die durch die 
Mutagene ausgelösten Signale bis zur transkriptionellen Aktivierung des MGMT-Gens 
weiterzuleiten. Auf welcher Ebene die Signaltransduktion blockiert wird, ist offen, da die 
beteiligten Reaktionsketten und Transkriptionsfaktoren bisher nicht bekannt sind. 
Durch den Vergleich der Aktivität des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE- und HeLa-
Zellen wurden noch weitere Unterschiede offenbar, die auf der unterschiedlichen Fähigkeit der 
beiden Zellinien zurückgeht, bestimmte Signale auf Transkriptionsebene weiterzuleiten: In 
HeLa-Zellen war der MGMT-Promotor durch den Tumorpromotor TPA, den 
Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin sowie durch UV-Licht induzierbar. In H4IIE-Zellen 
führte lediglich die Bestrahlung mit UV-Licht zu einer im Vergleich zu den anderen 
Mutagenbehandlungen schwachen Induktion. Weder TPA noch Forskolin steigerten die 
Transkriptionsrate des CAT-Reportergens in H4IIE-Zellen. Durch Dexamethason konnte die 
Promotoraktivität sowohl in HeLa- als auch in H4IIE-Zellen gesteigert werden. Die 
Aktivitätszunahme war in H4IIE-Zellen dabei doppelt so hoch wie in HaLa-Zellen. 
Bei HeLa-Zellen sind einige der Transkriptionsfaktoren bekannt, die als Antwort auf die 
genannten Behandlungen aktiviert werden: Der Tumorpromotor TP A und der 
Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin bewirken in HeLa-Zellen eine Aktivierung von Genen 
durch die Bindung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und AP-2 an Bindestellen im Promotor 
(Angelet al., 1987; Imagawa et al., 1987). Der Transkriptionsfaktor AP-1 trägt in HeLa-Zellen 
auch zu einer durch UV-Licht aktivierten Transkription von Genen bei (Stein et al., 1989). Da 
der menschliche MG MT-Promotor sowohl zwei potentielle AP-1- als auch zwei potentielle 
AP-2-Bindestellen besitzt, ist eine Beteiligung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und AP-2 an 
der Aktivierung des Promotors durch TPA, Forskolin und UV-Licht wahrscheinlich. Es wäre 
interessant zu sehen, ob die fehlende Induktion des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE-
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Zellen durch TP A- bzw. Forskolin-Behandlung auf eine Nichtaktivierung der 
Transkriptionsfaktoren AP-1 und AP-2 zurückgeht. 
Die quantitativen Unterschiede in der Promotoraktivierung durch Dexamethason in HeLa- und 
H4IIE-Zellen sind möglicherweise auf unterschiedliche Mengen an Dexamethason-Rezeptor in 
diesen Zellen zurückzuführen. In Fto2B-3 Ratten-Hepatomzellen zumindest konnte dieser 
Zusammenhang zwischen Honnon-Rezeptonnenge und Promotoraktivierung beobachtet 
werden (Strähle et al., 1989). 
Der MPG-Promotor der Ratte besitzt Eigenschaften konstitutiv aktiver 
Promotoren 
Der Promotor des MPG-Gens der Ratte gehört, wie die Promotoren der menschlichen AP-
Endonuklease (Harrison et al., 1992; Robson et al., 1992; Akiyama et al., 1994) und des 
menschlichen MGMT-Gens (Harris et al., 1991), zur Klasse der Ge-reichen Promotoren, die 
keine TATA-Box besitzen. Solche Promotoren wurden insbesondere in sogenannten 
,,housekeeping genes" gefunden, also in Genen, die in allen Zellen aktiv sind und eine 
konstante Transk..riptionsrate auf\-veisen (Zawel und Reinberg, 1993). 
Die GC-reiche Sequenz des MPG-Promotors der Ratte wird von einem 77 Basenpaare langen 
Bereich, der vorwiegend aus Adenin-Nukleotiden zusammengesetzt ist (86% ), in zwei Hälften 
geteilt. Adeninreiche Sequenzen führen - vennutlich indem sie die Helixstruktur der DNA 
ändern- zu Knicken in der DNA (Wu und Crother, 1984). Auf Grund der relativ schwachen 
Bindungskräfte zwischen AT-Basenpaaren können solche Bereiche leicht "aufgeschmolzen" 
werden. Die mögliche Funktion dieser Region könnte darin liegen, die Bindung z.B. der RNA-
Polymerase bzw. des Präinitiationskomplexes der Transkription zu erleichtern (Wu und 
Crother, 1984). 
Die TATA-Sequenz legt den Transkriptionsstartpunkt in Genen fest: An die TATA-Sequenz 
bindet der Transkriptionsfaktor TFIID. Dieser bildet zusammen mit anderen den 
Präinitiationskomplex, an den die RNA-Polymerase II bindet, wodurch die 
Transkriptionsinitiation gesteuert wird (Zawel und Reinberg, 1993 ). An der Festlegung des 
Transkriptionsstartpunktes bei Promotoren ohne TATA-Box ist sehr wahrscheinlich die 
koordinierte Wirkung bestimmter Transkriptionsfaktoren, wie z.B. dem Sp 1-Protein, 
notwendig, an welche die RNA-Polymerase binden kann und so an eine bestimmte Stelle im 
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Promotor dirigiert wird (Mitchell und Tjian, 1989). Die Transkription des MPG-Gens beginnt 
an zwei nahe beeinanderliegenden Guanin-Basen. Das Hauptprodukt der primer extension-
Analyse deutet auf die hauptsächliche Verwendung des Guanins in Position 862 der 
genemischen Sequenz hin. Ein weiterer Transkriptionsstart liegt unmittelbar davor am Guanin 
der Position 860. Beide Startpunkte führen zu fast gleich langen mRNA-Produkten. In der S1-
Nuklease-Protektionsanalyse wurden dieselben Produkte wie in der primer extension-Analyse 
erhalten; außerdem traten hier aber auch noch kürzere Reaktionsprodukte auf. Diese sind 
wahrscheinlich auf Instabilitäten am Beginn des mRNA-DNA-Hybriddoppelstranges 
zurückzuführen, die auf Grund von Sekundärstrukturen in der mRNA entstehen. Die teilweise 
einzelsträngigen Bereiche der mRNA oder des homologen DNA-Stranges werden dann durch 
die Sl-Nuklease abgebaut. Diese für die Bestimmung des Transkriptionsstarts unbrauchbaren 
kürzeren Produkte erschwerten eine Quantifizierung der Benutzung der beiden 
Transkriptionsstartpunkte durch die S 1-Nuklease Protektionsanalyse. 
Der normalerweise verwendete Transkriptionsstartpunkt des MPG-Gens (s.o.) liegt außerhalb 
(13 Basenpaare 3' von der Erkennungssequenz für das Restriktionsenzym Notl (vgl. 
Abbildung 17B und Abbildung 21A) der Promotorfragmente, die in den 
Reportergenkonstrukten vor das CAT -Gen kloniert worden sind. Die Transkription startet in 
den Reportergen (MPG-Promotor-CAT)- Konstrukten folglich nicht an derselben Stelle wie im 
MPG-Gen. Da die Transktiptionsinitiation in Promotoren ohne TA TA-Box. nicht von der 
Position einer bestimmten Sequenz, sondern eher von der Beteiligung und räumlichen 
Anordnung von Transkriptionstaktoren und deren Bindestellen abhängt (Mitchell und Tjian, 
1989), können offensichtlich auch andere Basen als die im normalen DNA-
Sequenzzusammenhang verwendeten Guanine (s.o.) als Transkriptionsstartpunkte dienen. 
Das (-8611-13)-Promotorfragment des MPG-Gens der Ratte zeigte eine Aktivität in H4IIE-
Zellen, die vergleichbar hoch war wie die des relativ starken viralen SV40-Promotors. Das 
längste, 4,6 kb lange, klonierte Promotorfragment zeigte dagegen mit nur 18% dieser Aktivität 
eine deutliche Reduktion der Transkriptionsrate des CAT-Reportergens. Dafür können zwei 
Gründe vorliegen: a.) Im Bereich 5' der Position -861 liegen weitere Sequenzen, die einen 
reptimierenden Einfluß auf die Transkriptionsrate ausüben. b.) Die Menge des erfolgreich 
transfizierten Plasmids, das etwa doppelt so groß wie das (-861/-13)-Reportergenkonstrukt ist 
(9,3 kb gegenüber 5,5 kb ), ist vermindert (vergleiche dazu auch Harns et al., 1991 ). Da auf 
den Reportergenkonstrukten keine selektiven Marker vorhanden sind, die eine direkte 
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Mengenbestimmung des transfizierten Plasmids zulassen würden, konnte nur die 
Transfektionseffizienz in den Experimenten durch Kotransfektion des Plasmides pRSV -ß-Gal 
bestimmt werden. Dieses Plasmid hat jedoch in allen Kotransfektionen dieselbe Größe und 
kann daher keinen Korrekturfaktor für größenbedingte Unterschiede in der Menge der 
transfizierten Plasmide liefern. Wie zu erwarten war, bewirkte die Verkürzung des ( -861/-13 )-
Promotorfragments um 298 bp, die zum Verlust potentieller Bindestellen der 
Transkriptionsfaktoren c-Myc, NF-KB, AP-2 und Ets-1 führte, eine Reduktion der 
Promotoraktivität Völlig unerwartet war dagegen, daß bei einer weiteren Verkürzung um 428 
bp, eine erneute Steigerung der Promotoraktivität verzeichnet werden konnte. Durch die 
weitere 5'-Deletion des Promotorbereichs gehen viele potentielle Transkriptionsfaktor-
Bindestellen verloren (AP-2, PEA 3, AP-3, NF-KB, GRE, Sp1 und die "CCAAT-Box"). Das 
resultierende ( -135/-13 )- Promotorfragment ist 122 bp lang und besitzt nur zwei potentielle 
Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren Sp 1 und Ets-1. Trotzdem ist seine 
Promotoraktivität fast doppelt so hoch wie das des (-563/-13)-Fragments (64% gegenüber 34 
% der Aktivität des (-861/-13)-Promotorfragments). Es sind daher möglicherweise im 
deletierten ( -563/-135)-Sequenzbereich reprimierende Elemente vorhanden, die in dem ( -563/-
13)-Promotorfragment eine dominierende Rolle in der Regulation der Transkription 
übernehmen. Ein bekanntermaßen zur Repression der Transkription fähiges Element ist das 
GRE (Akerblom et al., 1988; Guertin et al., 1988; Jonat et al., 1990). 
Die Induktion der MPG-Promotoraktivität ist durch Bindung von 
aktivierten Transkriptionsfaktoren erklärbar 
Die Aktivität des isolierten MPG-Promotors in H4IIE-Rattenzellen wird durch Behandlung der 
Zellen mit TP A, UV -Licht und Dexamethason gesteigert. In Säugerzellen sind 
Signaltransduktioswege bekannt, die zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren führen, die an 
den MPG-Promotor der Ratte binden könnten. TPA kann die Induktion der Genexpression u.a. 
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durch die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-3, PEA-3 oder NF- KB (Chiu et al., 1987; 
Rßrth et al., 1990; Griffin et al., 1989) ve.rmitteln, die potentielle Bindestellen im MPG-
Promotor der Ratte besitzen. UV-Licht führt zur Induktion der Genexpression über die 
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB (Stein et al., 1989; Radler-Pohl et al., 1993; Devary 
et al., 1993). An der Induktion der Promotoraktivität des MPG-Promotors durch UV-Licht 
könnte die Bindung des Transkriptionsfaktors NF-KB beteiligt sein, der zwei potentielle 
Bindestellen innerhalb des 848 bp langen Promotorfragments (-861/-13) besitzt. Dafür spricht 
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insbesondere, daß mit dem Verlust einer der möglichen NF-KB-Bindestelle in dem kürzeren 
(-563/-13)-Promotorfragment auch die Höhe der Induktion der Transkription nach UV-
Bestrahlung auf etwa die Hälfte zurückgeht. 
Die Dexamethason-abhängige Transkription, die durch den isolierten MPG-Promotor 
vermittelt wird, bedarf einer besonderen Betrachtung, da in vivo die MPG-mRNA-Menge nach 
Dexamethason-Behandlung abfällt, der isolierte MPG-Promotor jedoch eine Steigerung seiner 
Aktivität durch Dexamethason etfährt. Außerdem zeigt das 122 bp lange ( -135/-13 )-
Promototfragment, dem die Bindestelle für den Glucocorticoid-Rezeptor fehlt, eine höhere 
Aktivierung durch Dexamethason als die beiden längeren Promototfragmente, die das GRE 
enthalten. Zur Erklärung dieser Sachverhalte nehme ich an, daß die Hormonabhängigkeit des 
kurzen ( -135/-13)-Promototfragments (ohne eigenes GRE) und die Induktion der 
Promotoraktivität der längeren Promotorfragmente durch Sequenzen vermittelt wird, die auf 
dem bakteriellen Teil des Vektors pCAT basic liegen, der zur Reportergenanalyse verwendet 
wurde. So läßt sich auch die Steigerung der hormonabhängigen Aktivierung der immer 
kürzeren Promototfragmente (846, 550, 122 bp) vom 2,4- über das 3- zum 5,3-fachen dadurch 
erklären, daß diese im bakteriellen Teil des Vektors gelegene Sequenz näher an den 
Transkriptionsstartpunkt gelangt und dadurch einen steigenden Einfluß auf die Transkription 
erlangt (siehe dazu auch Jantzen et al., 1987). Unterstützt wird diese Vermutung dadurch, daß 
das 4,6 kb lange MPG-Promototfragment, das einen großen Abstand zwischen dem 
bakteriellen Teil des Vektors und dem Transkriptionsstart schafft, keine Dex-abhängige 
Aktivierung mehr zeigt (nicht gezeigte Daten). Die in vivo gefundene Reduktion der mRNA-
Menge nach Dexamethason-Behandlung von H4IIE-Zellen kann am isolierten Promotor in 
diesen Reportergenkonstrukten nicht geklärt werden. Der Einfluß bakterieller Sequenzen auf 
die Promotoraktivität bleibt auf die Dexamethason-vermittelte Transkription beschränkt. Nach 
TP A- und UV-Behandlung zeigt das ( -135/-13 )-Promototfragment keine Aktivierung. 
MGMT und MPG werden in Ratten-Leberzellen nicht koreguliert 
Die beiden an der Reparatur von DNA-Alkylierungsschäden beteiligten Proteine MGMT und 
MPG zeigen auf Transkriptionsebene keine Koregulation. Weder die Behandlungen der Zellen 
mit mutagenen Alky1antien, ionisierenden Strahlen oder UV-Licht, noch die Behandlung mit 
"physiologischen Modulatoren" der Transkription wie Tumorpromotoren und Hormonen 
führten zu einer vergleichbaren Expressionsänderung der beiden Gene. Unterschiede in der 
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gewebespezifischen Expression der beiden Gene (Washington et al., 1988; Wilson et al., 1993) 
wie auch die Expression der MPG in Mex--Zellen (z.B. CH0-9 Hamsterzellen), die keine 
MGMT exprimieren, deuten darüber hinaus auf eine getrennte Regulation beider, Gene hin. 
Eine unterschiedliche transkriptioneile Regulation von MGMT und MPG mag überraschen, da 
die spezifische Reparatur von Alkylierungsschäden der DNA die Aktivität beider Enzyme 
verlangt, denn alle Agenzien, die den DNA-Schaden 0 6-Methylguanin produzieren, erzeugen 
auch N-Methylpurine (Beranek, 1990). Dies ist möglicherweise auch der Grund weshalb in 
E.coli-Bakterien die für die induzierbare 0 6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase und die 
induzierbare N-Methylpurin-DNA-Glycosylase kodierenden Gene ada und a1kA durch das 
Acta-Protein koreguliert werden. Weshalb in Säugerzellen diese Koregulation offensichtlich 
nicht stattfindet ist bislang noch unbekannt. 
Ausblick 
An der Reparatur von DNA-Alkylierungsschäden sind die Reparaturproteine MGMT und 
MPG maßgeblich beteiligt. Es wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, daß beide Proteine 
u.a. auf transkriptioneUer Ebene reguliert werden. Für die MPG gibt es darüber hinaus 
Hinweise für eine Reguiation auf posttranskriptioneHer Ebene, die einer näheren Untersuchung 
bedürfen. 
Wie wir gesehen haben, ist der MGMT-Promotor des Menschen induzierbar. Die 
Induzierbarkeit ist abhängig von der Zelle, in der der Promotor aktiv ist. Es erscheint daher 
sinnvoll, menschliche Zellsysteme (z.B. Leberzellen) zu etablieren, die eine Untersuchung der 
Induktion des MGMT-Gens zulassen. 
Die MGMT-Expression der Ratte wird nach unterschiedlichen Stimulierungen relativ stark 
induziert. Zur Klärung der molekularen Grundlagen dieser Induktion ist die Isolierung des 
MGMT-Promotors der Ratte unerläßlich. 
Bei der Aufklärung der Reparaturwege für Alkylierungsschäden der DNA darf nicht außer 
Acht gelassen werden, daß nicht nur die MGMT und MPG, sondern auch andere 
Reparaturenzyme an der Entfernung von Alkylierungsschäden der DNA beteiligt sind. So trägt 
auch die Exzisionsreparatur von Addukten, die die DNA strukturell deformieren, zur 
Entfernung von - insbesondere langkettigen- Alkylgruppen bei (Bronstein et al., 1992; Klein et 
al., 1994). Um die Fähigkeit einer Zelle, Alkylierungen der DNA zu reparieren, richtig 
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beurteilen zu können, ist folglich die Untersuchung möglichst vieler Reparaturenzyme, ihrer 
Regulation und Substratspezifität notwendig. Ein wichtiger experimenteller Ansatz zur 
Klärung der biologischen Bedeutung eines bestimmten Reparatursystems in vivo wird das 
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